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Die Arbeit umreißt zu Beginn das Krankheitsbild der Myopie (Kurzsichtigkeit) und deren 
unterschiedliche Ausprägungen, im Speziellen der progressiven und pathologischen 
Myopie. Hierbei wird ein Einblick in die Symptomatik, die anatomischen Ursachen und die 
heutigen medizinischen Interventionen gegeben. Hierdurch wird die Problematik einer zu 
„weichen“ Sklera (Lederhaut des Auges) und des damit einhergehenden fortschreitenden 
Augenwachstums deutlich. Im Zentrum der Arbeit steht ein neuer therapeutischer Ansatz 
zur Behandlung der progressiven Myopie; das Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking der 
Sklera.  
Dessen Wirkungsweise ermöglicht die biomechanische Versteifung von kollagenem 
Gewebe. Aus diesem Sachverhalt ergibt sich die Fragestellung der Arbeit: Ist das sklerale 
Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking geeignet das Augenwachstum im Tiermodell (junge 
Kaninchen) verträglich zu hemmen?  
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass es zur biomechanischen Versteifung von 
isoliertem Skleragewebe nach Behandlung kommt. Operationsbeeinflussende Parameter 
wie die Riboflavin-Durchdringungsdauer der Sklera und die sklerale Lichtdurchlässigkeit 
werden untersucht und für die Optimierung der Operationsmethode herangezogen und 
diskutiert. Zur Einschätzung des Versuchsansatzes werden die im Methodikteil 
dargelegten Anwendungen an adulten und jungen Kaninchen/Kaninchenaugen 
durchgeführt. In Tierversuchen wird die Schadensschwelle in Abhängigkeit der 
Blaulichtintensität, des Alters und der Pigmentierung untersucht, wobei histologische, 
immunhistochemische und elektronenmikroskopische Verfahren angewendet werden. Der 
inhibitorische Einfluss des Riboflavin/Blaulicht Cross-Linkings auf das Augenwachstum 
kann im Jungtiermodell durch verschiedene metrische Verfahren und MRT-
Untersuchungen belegt werden. 
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1 Einleitung 
 
Die progressive Myopie (fortschreitende Kurzsichtigkeit) ist eine weltweit auftretende 
Erkrankung der Augen, die als Langzeitfolge zur Erblindung führen kann. Im Rahmen 
dieser Dissertation wurde untersucht, ob das sklerale Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking 
geeignet ist, das Wachstum des Auges im Tiermodell verträglich zu hemmen und somit 
eine mögliche vorbeugende Therapie für Betroffene mit progressiver Myopie darstellt.  
Die Arbeit setzt sich aus drei thematischen Teilgebieten zusammen. Physiologische 
Parameter, wie die sklerale Riboflavin- und Lichtdurchlässigkeit, wurden bestimmt, um 
das optimale Dosis-Zeit-Verhältnis des operativen Eingriffs und dessen Effektivität 
einzuschätzen. Zudem wurden geeignete Tierversuche zur Untersuchung des Einflusses 
auf die histologischen Strukturen des Auges (Sicherheit der Methode) und dessen 
Wachstum (Wirksamkeit der Methode) durchgeführt.  
 
1.1 Die Myopie (Kurzsichtigkeit) 
 
Myopie oder Kurzsichtigkeit ist die am häufigsten auftretende Augenfehlfunktion weltweit 
(Goldschmidt 1968). In der westlichen Welt sind bis zu 25 % (Sperduto et al. 1983; 
Fledelius 1988) und in einigen asiatischen Ländern bis zu 90 % der Bevölkerung 
betroffen, wobei die Häufigkeit weltweit zunimmt (Chow et al. 1990; Lin et al. 1999). 95 % 
der Fälle sind hierbei durch eine Zunahme der axialen Bulbuslänge (Achsenmyopie) 
betroffen und werden nicht durch einen Brechungsfehler der Kornea oder der Linse 
(Zadnik 1997) hervorgerufen. 
Die anatomische Ursache der axialen Myopie, sowohl der in der Kindheit als auch der in 
der Adoleszenz erworbenen, ist die vergrößerte Glaskörpertiefe des Auges 
(siehe Abb. 1. 1) (McBrien und Adams 1997). Das Licht wird im ruhenden Auge nicht auf 
Retinaebene sondern vor dieser gebündelt, was dazu führt, dass der Betroffene das Bild 
aus der Ferne nur verschwommen wahrnehmen kann. Je länger der Bulbus ist, desto 
verschwommener wird das Abbild der Umwelt (Curtin 1985). 
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Abb. 1. 1 Vergleich eines gesunden Auges mit einem axial myopischen Auge. Die axiale Länge 
passt nicht mit der Brechkraft der lichtbrechenden Bestandteile überein. Das Bild wird vor die 
Retina projiziert, was zu einer verschwommenen Wahrnehmung führt (Die Kurzsichtigkeit 2015). 
 
 
Die Kurzsichtigkeit wird durch die Stärke der ausgleichenden Linse in Dioptrien (D) 
bemessen. Dies gibt an, wie viel zusätzliche Brechkraft nötig ist, um das Bild scharf auf 
der Retina abzubilden (Curtin 1988).  
Die Ursachen für die Entstehung der Myopie sind nicht ausreichend bekannt. Kinder sind 
nach der Geburt weitsichtig (hyperop) und werden mit einem Alter von 5 bis 8 Jahren 
normalsichtig (emmetrop) (Gordon und Donzis 1985). Das Einstellen des Auges an seine 
Umwelt wird Emmetropisierung genannt (Negrel et al. 2000). Hierbei passt sich die 
Bulbuslänge an die lichtbrechenden Komponenten (Kornea, Linse) an, sodass das Licht 
auf die Netzhaut fokussiert wird. Inwieweit dieser Prozess von den Genen oder der 
Umwelt bestimmt wird, ist nicht ausreichend geklärt. 
Verwandtschaftsstudien weisen darauf hin, dass die Entstehung von Fehlsichtigkeit 
genetisch bedingt ist (Hammond et al. 2001; Teikari et al. 1989; Zadnik et al. 1994). In 
Familien mit vielen Betroffenen wurden zwei genetische Polymorphismen und Loci 
entdeckt, welche für die Entstehung der hohen Myopie verantwortlich sein könnten 
(Young et al. 1998a; Young et al. 1998b). Neue Studien konnten zeigen, dass 24 Gene an 
der Entstehung der Kurzsichtigkeit beteiligt sind. Grundlage der Erhebung waren 27 
Studien mit 40.000 Betroffenen in den USA, Europa und Australien (Hysi et al. 2010; 
Solouki et al. 2010; Verhoeven et al. 2013). Auch die Verbreitung der Kurzsichtigkeit in 
bestimmten ethnischen Gruppen (70-90 % in Asien, 30-40 % in Europa und 10-20 % in 
Afrika) deutet auf genetische Ursachen (Saw et al. 1996; Schaeffel 2012; Pan et al. 2012). 
Zusätzliche Hinweise geben systemische Erkrankungen mit Störungen in der 
Bindegewebsbildung, wie z.B. das Marfan-Syndrom (Elastin-Defekt) und Osteogenesis 
imperfecta (Kollagen Typ 1-Defekt) (Wang et al. 1996; Mrugacz et al. 2009). Mutationen in 
verantwortlichen Genen führen zu Fehlern während der Proteinsynthese von 
Bindegewebsbestandteilen, was zu einem Verlust der Stabilität führt. Betroffene leiden 
gesundes Auge axial myopisches Auge  
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zum Beispiel unter schwachen, schnell brechenden Knochen, Gelenkfehlbildungen, 
verletzlichen Blutgefäßen und hoher Kurzsichtigkeit (Alberts 2011).  
Doch auch die Umwelt scheint entscheidend. Menschen, die viel lesen bzw. anderweitige 
„Naharbeiten“ ausführen, entwickeln mit höherer Wahrscheinlichkeit eine Kurzsichtigkeit 
(Lipschutz 1935; Dunphy et al. 1968; Tay et al. 1992). Hierbei handelt es sich um die 
sogenannte Schulmyopie (Myopia simplex). Tatsächlich scheint die Zunahme der 
Myopiezahlen mit Verstädterung und Ausbildung einherzugehen (Morgan und Rose 
2005). Zum Beispiel verdoppelte sich die Häufigkeit der Myopie in Taiwan bei 8-jährigen 
Kindern zwischen 1990 und 2000 mit zunehmender Industrialisierung (Lin et al. 2004). 
Studien an Kindern mit Migrationshintergrund belegen, dass die Wahrscheinlichkeit eine 
Kurzsichtigkeit zu entwickeln stark von der Umgebung abhängt, in der sie aufwachsen 
und weniger von deren genetischer Abstammung (Morgan et al. 2012). Hierbei spielen 
wahrscheinlich nicht nur Faktoren wie Bildung und Aufenthalt im Freien eine Rolle, 
sondern auch die Jahreszeiten und das Sonnenlicht (Jones et al. 2007; Charlotte M. 
McKnight 2012). Somit scheint nicht das „Naharbeiten“ der Auslöser zu sein, sondern 
dass dieses das Aufhalten im Freien ersetzt (Rose et al. 2008). 
 
1.2 Die progressive Myopie kann pathologische Konsequenzen 
haben 
 
Studien belegen, dass 1-3 % der Gesamtbevölkerung an progressiver Myopie leiden, 
wobei Betroffene einen Brechfehler von mindestens -6 Dioptrien aufweisen (McBrien und 
Gentle 2003; Vongphanit et al. 2002). In asiatischen Ländern handelt es sich um bis zu 
20 % der Bevölkerung (Sun et al. 2012; Lin et al. 1999). Hierbei kommt in vielen Fällen 
das axiale Augenwachstum nicht zum Stillstand, weswegen die Erkrankung als 
fortschreitende (progressive) Myopie bezeichnet wird. Diese schwere Form der 
Kurzsichtigkeit geht einher mit Pathologien wie chorioretinaler Degeneration und 
Netzhautablösung (Celorio und Pruett 1991). Tatsächlich leiden bis zu 70 % der 
Betroffenen an Folgeerkrankungen, die ihr Augenlicht bedrohen (dann pathologische 
Myopie genannt) (Curtin und Karlin 1971; Grossniklaus und Green 1992) und mehr als die 
Hälfte aller nichttraumatischen Netzhautablösungen werden durch diese Form der 
Kurzsichtigkeit verursacht (Perkins 1979). Somit ist die hohe Myopie neben Katarakt, 
Makuladegeneration, infektiösen Erkrankungen und Vitamin A Mangel, eine der 
Hauptursachen für eingeschränktes Sehen und Erblindung (Grey et al. 1989; Rosenberg 
und Klie 1996; WHO 1997).  
Einleitung 
4 
 
Es können Komplikationen auftreten, wie Unterversorgung, Brüche, Löcher und Einrisse 
der Netzhaut, die zu deren Ablösung führen können (Curtin 1985; Saw et al. 2005). 
Abb. 1. 2 zeigt die Funduskopie einer Patientin der Leipziger Universitätsaugenklinik zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Patientin wies 2009 im rechten Auge eine axiale 
Augenlänge von 31,8 mm und im linken Auge von 32,8 mm auf. Das gesunde adulte 
Auge besitzt eine axiale Länge von circa 24 mm. Die aus der größener axialen 
Augenlänge resultierende Abweichung läge somit bei der Patientin bei mindestens -15 
Dioptrien. 
Modelle zeigen, dass der mechanische Stress, der auf Retina und Choroid während der 
Augenbewegung wirkt, in größeren Augen stark erhöht ist. Ein vergrößertes Auge 
impliziert somit eine erhöhte mechanische Belastung des Gewebes, was zur Entwicklung 
retinaler Pathologien beiträgt (David et al. 1997). 
 
 
Abb. 1. 2 Funduskopie einer gesunden und erkrankten Netzhaut und der daraus resultierenden 
visuellen Wahrnehmung. Die Netzhaut des gesunden Auges erscheint gleichmäßig mit leicht 
mäandrierenden Blutgefäßen, die die Stelle des schärfsten Sehens (Fovea, markiert mit einem 
Pfeilkopf) weitläufig umgehen. Der Sehnervkopf ist mit einem Stern markiert. Der 
Augenhintergrund einer Patientin mit pathologischer Myopie wird in einem Zeitabstand von acht 
Jahren gezeigt. Mit der Zeit verschlechtert sich der Zustand der Netzhaut. Der Sehnervkopf 
erscheint vergrößert. Der Anteil des degenerierten Gewebes (helle Flächen) und die Anzahl 
pigmentierter Akkumulationen (Pfeil) nahmen über die Jahre zu.  
Bei der pathologischen Myopie können gedehnte Blutgefäße auftreten. Es kann zu einer 
Unterversorgung der Netzhaut kommen, was zu einer Neovaskularisation führt. Letztendlich 
können sich retinale Zellen ablösen, was in betroffenen Gebieten zur Erblindung führt. 
Pigmentierte Zellen des Retinalen Pigmentepithels können in das degenerierte Netzhautgewebe 
einwandern. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Peter Wiedemann, Universitätsaugenklinik 
Leipzig. 
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Betroffene mit einer Fehlsichtigkeit von -1 bis -3 Dioptrien haben ein vierfach höheres 
Risiko eine Netzhautablösung zu entwickeln. Ab einer Fehlsichtigkeit von -3 Dioptrien 
steigt das relative Risiko auf das Zehnfache eines Nicht-Kurzsichtigen (Risk factors for 
idiopathic rhegmatogenous retinal detachment. The Eye Disease Case-Control Study 
Group 1993). 
Bei der hohen Myopie deutet vieles darauf hin, dass diese in erster Linie unter erblichen 
Aspekten zu betrachten ist, auch wenn Umwelt oder individuelle Gewohnheiten ein 
zusätzlicher Einfluss sein können (Yang et al. 2009).  
 
1.3 Therapie und Therapieansätze 
 
Heutzutage gibt es keine ursächliche Therapie zur Behandlung der axialen 
Kurzsichtigkeit. Symptomatisch kann durch das Tragen von Brillen und Kontaktlinsen der 
Brechungsfehler korrigiert, jedoch nicht behoben werden. Mit Hilfe eines Lasers (Laser-in-
situ-Keratomileusis „LASIK“) kann die Hornhaut abgeflacht und somit in ihrer Brechkraft 
reduziert werden. Der Brennpunkt der Lichtstrahlen liegt dann auf Netzhautebene und der 
Betroffene kann wieder ein scharfes Bild wahrnehmen. Diese Maßnahme ist jedoch nur 
hilfreich, wenn der Grad der Myopie moderat und die Augenlänge konstant ist. In 
Patienten mit der Diagnose einer hohen Myopie können die refraktiven Bedingungen 
ebenso verbessert werden. Die Maßnahme wird aber nicht die Anzahl schwerwiegender 
Folgeerkrankungen verringern, da das axiale Augenwachstum fortschreitet und die Retina 
weiterhin unter Zugstress steht (Lang 2008; Zadnik 2001).  
Neue Therapien versprechen eine Eindämmung des Augenwachstums in der Frühphase 
der Entwicklung der Myopie im Kindesalter, wie zum Beispiel neue Kontaktlinsendesigns, 
Orthokeratologie als auch medikamentöse Behandlungen mit geringen Mengen Atropin 
und 7-Methylxanthin. Der Vergleich der Studien konnten hierbei belegen, dass der größte 
Erfolg mit anti-muskarinischen Medikamenten erreicht wurde, welche jedoch zu 
Lichtscheue führten (Walline et al. 2011). Langzeitstudien sind aufgrund der Aktualität 
nicht bekannt. Auch findet diese Behandlung nicht an Erwachsenen statt. 
Da die starke Ausdehnung des Augapfels bei 70 % der Betroffenen zu schweren 
Folgeerkrankungen und oft zu Erblindung führt (Grossniklaus und Green 1992), ist eine 
Therapie unbedingt notwendig (Ward 2013). Ansatzpunkt hierfür wäre die Korrektur des 
übermäßigen Wachstums beziehungsweise des Augapfels an sich. Da die molekulare 
Ursache des progressiven Wachstums nicht ausreichend bekannt ist, könnte dieses 
mechanisch eingedämmt werden. Ansatzpunkt hierfür ist die Stabilisierung der Sklera, da 
diese dem intraokularen Druck entgegenwirkt und die Form des Auges vorgibt.  
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Mechanische Möglichkeiten wurden getestet, um dem weiteren Wachstum des Auges im 
Erwachsenen entgegenzuwirken. In den folgenden Abbildungen sind drei Methoden 
dargestellt, die das übermäßige Augenwachstum beschränken sollten. 
 
 
Abb. 1. 3 Darstellung verschiedener Therapieansätze zur Behandlung der hohen Myopie. Alle drei 
Abbildungen zeigen eine Skizze des posterioren Auges, Pfeilkopf - optischer Nerv, 
gelb - Transplantate. a) Die sklerale „Verstärkungs“-Injektion. Eine flüssige polymere Mischung 
formt eine elastische Gelschicht auf der Skleraoberfläche (Avetisov et al. 1997). b) 
Skleraverstärkende Operation bei der Spendersklera auf den Augapfel transplantiert wird (Avetisov 
et al. 1997). c) Anordnung von Duratransplantaten um den Augapfel herum (Wiswe et al. 1991). 
 
Alle drei beschriebenen Methoden zielen darauf, die Widerstandskraft der Sklera zu 
erhöhen, um das übermäßige Wachstum einzuschränken. Avetisov et al. führten 
Experimente an Kaninchen durch, bei denen eine flüssige polymere Mischung zwischen 
die Sklera und die Tenon’sche Kapsel injiziert wurde (Abb. 1. 3a). Nach Polymerisation 
ergab sich daraus ein elastischer Gelschaum, der die sklerale Oberfläche umschloss. Das 
Gel, welches nach und nach abgebaut wurde, begünstigte die Entstehung neuen 
Bindegewebes. Eine zweite Methode dieser Arbeitsgruppe verbesserte die 
„skleroplastische“ Operation nach Snyder und Thompson, welche schon 1972 einen 
Streifen Spendersklera wie einen Gürtel um das Auge legten (Snyder und Thompson 
1972). Avetisov et al. veränderten die Form des Sklerastreifens, um die wirkenden Kräfte 
besser zu verteilen und somit das Augenwachstum zu stoppen. Untersuchungen zur 
Biomechanik zeigten eine deutliche Verbesserung der skleralen Belastungseigenschaften 
(Avetisov et al. 1997). Am Universitätsklinikum Magdeburg wurden Duratransplantate auf 
die Sklera genäht, um somit deren Festigkeit zu erhöhen. Nachuntersuchungen 
bestätigten einen Stopp des axialen Augenwachstums und eine Erhöhung der 
Sklerarigidität (Festigkeit) (Wiswe et al. 1991).  
Alle Methoden versprachen eine deutliche Eindämmung des krankhaften 
Längenwachstums des Auges, jedoch wurde keine in weiteren medizinischen Studien 
weiterverfolgt oder als Standardmethode eingeführt (Morgan et al. 2012). Jedoch bleibt 
die Sklera Mittelpunkt jeglicher Therapieüberlegungen und es besteht weiterhin massiver 
Forschungsbedarf. 
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1.4 Die Sklera 
 
Die Sklera wird in drei Schichten unterteilt. Die Tunica fibrosa, Tunica vasculosa und die 
Tunica interna. Die äußere schützende Schicht wird als Faserhaut (tunica fibrosa) 
bezeichnet. Um den Einfall des Lichtes in das Auge zu gewährleisten, ist 1/6 der Tunica 
fibrosa durchsichtig und wird als Hornhaut (Kornea) bezeichnet. Die übrigen 5/6 sind 
lichtundurchlässig und erscheinen weiß (Naumann und Apple 1986). Diese sind bekannt 
als Lederhaut oder Sklera. Hervorgerufen werden die visuellen Eigenschaften durch die 
unterschiedliche Anordnung und Faserdicke der Kollagenbündel dieser Schichten (Andre 
et al. 1992), wobei in der Sklera die Kollagenbündel in irregulären und versponnenen 
Lamellen angeordnet sind. Die Bündel sind sehr unterschiedlich in Dicke und Orientierung 
(Rada et al. 2006). Die Sklera umschließt den Augapfel fast vollständig und dient dem 
Schutz der inneren Schichten des Auges, der Tunica vasculosa (Choroid, Aderhaut) und 
interna (Retina, Netzhaut). 
 
Abb. 1. 4 Der Aufbau des Auges und der Sklera. a) Skizzierter Aufbau des Auges. Die Tunica 
fibrosa besteht aus Sklera (weiß) und Kornea (dunkelgrau). Sie umschließt die Tunica vasculosa 
(Aderhaut, rot) und die Tunica interna (Netzhaut, hellgrau). Abbildung verändert nach Dr. Jens 
Grosche, EFFIGOS. b) Elektronenmikroskopie der Kaninchensklera. B: Kollagenbündel, F: 
Fibroblast, Messbalken: 10 µm. 
 
 
Die Sklera besteht aus einem kollagenhaltigen Bindegewebe, welches von Fibroblasten 
durchzogen ist. Sie unterstützt Funktionen wie Akkommodation und Augenbewegung, da 
sie als Ansatzstelle für die Ciliar- und Augenmuskeln dient (Coulombre 1956). Durch ihre 
Festigkeit kann sie dem intraokularen Druck entgegenwirken und somit die Form des 
visuellen Systems aufrechterhalten (McBrien und Gentle 2003).  
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1.5 Das Kollagen I als Hauptbestandteil der Sklera 
 
Die Gruppe der Kollagene, Proteine der extrazellulären Matrix, sind mit etwa 80-90 % der 
Trockenmasse Hauptbestandteil der Sklera, wobei 90-99 % des Kollagens das Kollagen I 
ausmachen (Bailey 1987; Zorn 1992; Norton 1995). Es ist das am häufigsten 
vorkommende Protein im Tierreich (30 % Anteil am Gesamtgewicht aller Eiweiße) und 
dessen Fasern besitzen eine enorme Zugfestigkeit (Kühn 1967).  
Neben dem Kollagen I sind bis heute 29 weitere Formen des Kollagens im Menschen 
bekannt. Sie weisen unterschiedliche Strukturen auf und sind je nach ihrer Eigenschaft in 
unterschiedlichen Geweben zu finden.  
Kollagen I ist Hauptbestandteil von Knochen, Haut, Sehnen und inneren Organen. In den 
Bandscheiben und Knochen findet man Kollagen II, wohingegen Kollagen III in Knorpeln 
als Bindegewebe fungiert. Das Kollagen I besitzt eine homologe, hoch konservierte 
Aminosäuresequenz. Es ist aus drei α-Polypetidketten aufgebaut, wobei jede Kette aus 
ungefähr 1000 Aminosäuren besteht und eine linksgängige Helix mit drei Aminosäuren je 
Windung formt. Dieses Tripeptid-Motiv (Gly-X-Y) besteht aus Glycin und zwei beliebigen 
Aminosäuren, wobei X häufig Prolin und Y häufig Hydroxyprolin ist. Die Verbindung der 
drei α-Polypetidketten formt die rechtsgängige Tripelhelix. 
 
 
Abb. 1. 5 Tripelhelikaler Aufbau des Kollagen I-Moleküls. a) Quartärstruktur, b) die versetzte 
Anordnung der Moleküle verleiht dem Kollagen größte Zugfestigkeit und lässt das Protein in der 
Negativfärbung in Banden erscheinen (Cummings 2000) 
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Als Vorläufer für die Synthese von Kollagenfibrillen, werden Pro-α-Ketten von 
Fibroblasten, Myofibroblasten und Osteoblasten im Endoplasmatischen Reticulum 
gebildet. Durch Propeptide am C- und N-Terminus, Hydroxylierungen von Prolin und Lysin 
und deren Glykolysierung, entsteht aus den einzelnen Ketten durch Ausbildung von 
Disulfidbindungen das tripelhelikale Prokollagen. Mit Hilfe sekretorischer Vesikel gelangt 
das Prokollagen in den extrazellulären Raum. Durch Abspaltung der Propeptide wird das 
Prokollagen zu Kollagen-Molekülen, die sich durch Selbstmontage zu Kollagen-Fibrillen 
und weiterhin zu Kollagen-Fasern zusammenlagern. Wird die Ausbildung der Kollagen-
Querverbindungen während der Fibrillenbildung gestört, wird das Gewebe brüchig und 
Haut, Sehnen und Blutgefäße können reißen. Erkrankungen wie Osteogenesis imperfecta 
(Kollagen I), Chondrodysplasien (Kollagen II) und das Ehlers-Danlos-Syndrom (Kollagen 
III) lassen sich auf Mutationen in entsprechenden Genen zurückführen (Prockop et al. 
1979a, 1979b; Alberts 2011). 
 
1.6 Die Kollagenvernetzung 
 
Eine enorme Verstärkung der Zugfestigkeit erhalten die Fibrillen durch die Ausbildung 
intra- und intermolekularer kovalenter Querverbindungen (Cross-Links) zwischen den 
Aminosäureresten (Bailey et al. 1974; Bailey 1987). Gewebe weisen je nach Aufgabe eine 
andere Festigkeit auf, wobei Art und Ausmaß der Vernetzung der Kollagenfibrillen 
unterschiedlich sind. Der Prozess der Proteinvernetzung ist ein natürlicher Aspekt der 
Gewebeentstehung (Fibrillogenese) und des Alterungsprozesses. Er ist Grundlage der 
Gewebereifung, Alterung, Fixierung und Gerbung (Bailey 1987; Alberts 2011; Covington 
2009). 
Man unterscheidet hierbei intermolekular bivalente und trivalente Verbindungen. Bivalente 
Cross-Links entstehen zwischen dem C- oder N-Terminus eines Moleküls und dem 
helikalen Teil eines zweiten Moleküls. Diese bivalenten Verbindungen werden als 
reduzierbar oder unreif bezeichnet. Das Enzym Lysyloxidase zum Beispiel desaminiert 
bestimmte Lysin- und Hydroxylysinreste, wobei reaktionsfreudige Aldehydgruppen 
entstehen. Als Reaktionspartner suchen sie sich andere Lysin- und Hydroxylysinreste und 
gehen mit ihnen unter Bildung einer Schiff’schen Base bivalente Bindungen ein (Bailey 
und Fowler 1969; Siegel und Martin 1970; Siegel et al. 1970). 
Die trivalenten Kreuzvernetzungen entstehen zwischen den C- oder N-Termini zweier 
Kollagenmoleküle und der helikalen Region eines dritten Moleküls. Diese gelten als 
chemisch und mechanisch stabiler. Sie entstehen durch die spontane Verknüpfung einer 
bivalenten Verbindung mit einem dritten Telopeptid während des Alterungsprozesses 
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(Barnard et al. 1987). Hierbei entstehen sogenannte Pyridinoline oder Pyrrole. Während 
der Alterung des Gewebes nimmt die Anzahl der bivalenten Verbindungen ab, 
wohingegen die Menge an reifen Cross-Links zunimmt. Aufgrund dessen, werden 
Knochen und Sehnen unempfindlicher gegenüber äußeren Einflüssen, da ihre Festigkeit 
zunimmt (Bailey 1968; Robins und Bailey 1973, 1975; Bailey 1987). Ist die 
Quervernetzung gestört, lässt die Zugfestigkeit der Kollagenfibrillen erheblich nach. Das 
Gewebe wird brüchig und reißt leichter (Alberts 2011).  
 
Abb. 1. 6 Skizzierte Quervernetzung der Kollagenmoleküle durch Aldolkondensation, katalysiert 
durch das Enzym Lysyloxidase (verändert nach Goodsell 2000). 
 
Eine zweite Form der natürlichen Kollagenvernetzung basiert auf der nichtenzymatischen 
Reaktion reduzierender Zucker mit Aminogruppen des Proteins (Glykierung/ Maillard-
Reaktion). Hierbei kommt es über Zwischenschritte zur Formation konjugierter 
Ringsysteme und Cross-Links, die fluoreszierend und chromatisch sind (Bensusan 1965). 
Diese Produkte werden als „Bräunungsprodukte“ oder „advanced glycosylation end 
products“, kurz AGEs bezeichnet (Reiser 1998). Die Glukose-induzierte 
Kollagenvernetzung verändert die biochemischen und physikalischen Eigenschaften des 
Proteins und der extrazellulären Matrix (Baynes 2001) und führen zum Funktionsverlust 
langlebiger Proteine während des Alterungsprozesses (Cannon und Davison 1977; 
Monnier und Cerami 1981; Kohn et al. 1984; Monnier 1989) und in der Symptomatik des 
Diabetes mellitus (Bailey 1987; Stevens et al. 1978; Monnier et al. 1984). Bei Letzterem 
weist eine Zwillingsstudie darauf hin, dass die Stärke und Häufigkeit der Kurzsichtigkeit 
mit längerer Erkrankungsdauer abnimmt (Logstrup et al. 1997).  
Eine weitere Möglichkeit Kollagen zu vernetzen ist die Oxidation durch bestimmte 
chemische Agenzien (chemisches Cross-Linking), wie z.B. Glutaraldehyd, welches sich 
durch zwei reaktive Gruppen auszeichnet. Auch ist eine Vernetzung durch Photo-
Oxidation mittels energiereicher UV-Strahlung (Foote 1968) und durch reaktive 
Sauerstoffspezies und freie Radikale (oxidatives Cross-Linking) möglich. 
Diese Verfahren werden auch in der Industrie genutzt, um Polymere herzustellen, die für 
z.B. Optische Linsen, Ummantelungen von Optischen Fasern und dentale Materialien 
verwendet werden (Ashwin und McDonnell 2010). 
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1.7 Die Sklera und die pathologische Myopie 
 
Es wurde impliziert, dass in der Entwicklung der hohen Myopie die Sklera eine wichtige 
Rolle spielt (Curtin et al. 1979; McBrien und Gentle 2003). Coulombre zeigte, dass die 
Reduktion des Augeninnendrucks im embryonalen Hühnerauge zu einem verminderten 
Augenwachstum führt und dass im Gegenzug die Schwächung der Sklera eine 
Vergrößerung an der betroffenen Stelle nach sich zieht. Die Ergebnisse zeigen, dass der 
Augeninnendruck einen entscheidenden Motor für das Augenwachstum darstellt. Die 
Lederhaut schränkt die Expansion des Auges ein und reguliert somit das Augenwachstum 
(Coulombre 1956).  
Die Entwicklung von Kurzsichtigkeit kann in verschiedene Expansionsmodelle eingeteilt 
werden, wie Magnetresonanzuntersuchungen zeigen konnten (Atchison et al. 2004). 
Diese gehen einher mit einer deutlichen Ausdünnung der Sklera, was dazu führt, dass die 
Sklera dem Augeninnendruck nicht standhalten kann (Curtin und TENG 1958). In 
Modell 1 dehnt sich das Auge in alle Richtungen aus, jedoch ist die axiale-posteriore 
Achse am stärksten betroffen. Dies resultiert darin, dass das Auge eine ellipsoide oder 
längliche Form annimmt. Es kann zur Entstehung lokaler Ektasien (sackförmige 
Ausbeulungen) kommen (Modell II). Hierbei ist eine kleine lokale Schwächung der Sklera 
in einem begrenzten Bereich ursächlich (Rada et al. 2006).  
 
Abb. 1. 7 Darstellung eines Staphyloma posticum verum. a) Skizze eines Auges mit posteriorem 
Staphylom (Pfeil), welches mit einer deutlichen Ausdünnung der Lederhaut, Aderhaut und 
Netzhaut einhergeht. b) MRT des Kopfes. Das linke Auge zeigt keine Anzeichen einer 
Bulbusverlängerung. Das rechte Auge ist vergrößert und zeigt ein Staphylom am posterioren Pol 
(Pfeil). (Goel und Gaillard) 
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Solch ein Staphylom entsteht selten in den Augen betroffener Kinder, doch es leiden bis 
zu 90 % der über 40Jährigen mit hoher Myopie daran (Hsiang et al. 2008). Das dritte 
Modell zeigt, dass die Ausdehnung in alle Richtungen auch im gleichen Ausmaß 
stattfinden kann. Es wird als globale Expansion des Auges bezeichnet. Ein Staphylom 
kann auch in Kombination mit einem der anderen Modelle entstehen (Atchison et al. 
2004). Im Alter von über 60 Jahren zeigen 53,3 % der Augen mit posteriorem Staphylom 
eine Erblindung im Sinne des Gesetzes (Guyer DR Yannuzzi LA Chang S. Schields JA 
Green WR 1999).  
In licht- und elektronenmikroskopischen Auswertungen von humanen Spenderaugen 
wurde nachgewiesen, dass die sklerale Schwächung verbunden ist mit einer Abnahme 
der Kollagenfibrillendurchmesser und der Dissoziation der Kollagenbündel. Die 
Akkumulation der extrazellulären Matrix scheint verlangsamt oder das Zusammenspiel 
aus Auf- und Abbau gestört zu sein (Curtin und TENG 1958; Curtin et al. 1979). Zu 
bedenken ist hierbei, dass die Augen erst Jahre nach Manifestation der pathologischen 
Myopie untersucht werden konnten. Die histologischen Veränderungen könnten daher 
eine Konsequenz, nicht unbedingt die Ursache der Bulbusvergrößerung sein (Rada et al. 
2006). Eine jüngere Studie zeigte, dass die Fähigkeit der Sklera einem Anstieg des 
Augeninnendrucks entgegenzuwirken, mit steigendem Grad der Myopie abnimmt. Die 
axiale Länge des Auges wurde mit Hilfe eines Ultraschallmessgerätes vor und nach 
Anlegen eines Druckes von 30 g gemessen. Die Differenz der axialen Längen vor und 
während Anlegens zeigte, dass emmetrope Augen fast keine Erhöhung der axialen Länge 
zeigten. Je schwerer der Grad der Myopie war, desto größer wurde die axiale Länge des 
Auges (Sergienko und Shargorogska 2012). 
Schon früh in der Entstehung der hohen Myopie reduzieren Fibroblasten ihre mitotische 
Aktivität und regulieren die Kollagenproduktion im Tupaia, einem dem Primaten 
nahverwandten Säugetier, herunter (McBrien und Gentle 2003), was die Kollagenmenge 
in der Sklera verringert (Guggenheim und McBrien 1996). Biomechanische Messungen an 
der Sklera hoch myoper Augen weisen darauf hin, dass die reduzierte Kollagenmenge 
einhergeht mit einer Steigerung der Elastizität. Die Sklera kann somit dem intraokularen 
Druck nicht entgegenwirken wie im gesunden Auge, da sie nachgibt (Avetisov et al. 
1983). 
In Tierversuchen am Tupaia wurde der Einfluss der Kollagenvernetzung auf das 
Augenwachstum und auf die Entstehung hoher Myopie untersucht. Hier wird davon 
ausgegangen, dass es zu Störungen in der Fibrillogenese des Kollagens kommt (McBrien 
und Norton 1994; Funata und Tokoro 1990). 
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1.8 Das Cross-Linking der Kornea mit Riboflavin und UV-A-Licht 
 
An der Universität Dresden entwickelten Gregor Wollensak, Theo Seiler und Eberhard 
Spörl die Idee, die geschwächte Hornhaut von Keratokonus-Patienten mit Hilfe von 
Riboflavin und UV-A-Licht zu versteifen (Wollensak 2003a, Wollensak 2003b). Durch eine 
Schwächung des Hornhautgewebes leiden Betroffene an einer Ausbeulung der Kornea, 
was zu einer Behinderung des Lichtweges in das Auge führt. Die Wahrnehmung der 
Umwelt ist daher verzerrt. 
 
Abb. 1. 8 Die Symptomatik des Keratokonus und dessen Behandlung mit Riboflavin und UV-A-
Licht. a) gesundes Auge, b) Ausbeulung der Kornea eines Keratokonus-Patienten (All about vision 
2000-2010). c) Behandlung eines Keratokonus mit Riboflavin und UV-A-Licht (Wollensak 2006). 
 
In der folgenden Abbildung (Abb. 1. 9) ist das Wirkprinzip des Cross-Linkings schematisch 
dargestellt. Riboflavin reagiert auf die Bestrahlung mit UV-A-Licht und Blaulicht mit der 
Produktion radikaler Sauerstoffspezies und freier Radikale. Diese entstehen auch 
während des physiologischen Stoffwechsels und zeichnen sich durch eine ungerade 
Anzahl an Elektronen aus, was sie in ihrem Bestreben nach einem energetischen 
Ausgleich, besonders reaktiv macht (Turrens 1997). Sie führen hier zu einer zusätzlichen 
Vernetzung der Kollagenmoleküle der Kornea und versteifen diese biomechanisch (Spoerl 
et al. 1998; Spoerl und Seiler 1999). In Abb. 1. 9 sind bereits vorhandene chemische 
Brücken des nativen Kollagens in schwarz skizziert, wohingegen die roten Linien die neu 
entstandenen chemischen Brücken symbolisieren sollen, die eine zusätzliche Versteifung 
des Gewebes herbeiführen.  
Die Anwendung kann lokal begrenzt und dosiert durchgeführt werden, da das 
photosensitive Riboflavin (Vitamin B2) nur mit Licht und in Abhängigkeit von dessen 
Wellenlänge und Leistung, reaktive Sauerstoffspezies und freie Radikale produziert. 
Riboflavin besitzt Absorptionsmaxima bei 220 nm, 264 nm, 346 nm und 447 nm und kann 
mit UV-A-Licht und Blaulicht angeregt werden (Koziol 1965).  
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Abb. 1. 9 Skizze des Wirkungsprinzips des Cross-Linkings. Das Blaulicht regt den photosensitiven 
Farbstoff Riboflavin an, was zu der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies und freier Radikale 
führt. Diese sorgen für eine zusätzliche Quervernetzung von Kollagen-Molekülen. 
 
Durch die Zunahme der Kollagenbündeldicke kommt es zu einer Erhöhung der 
biomechanischen Stabilität des Gewebes (Wollensak et al. 2004). Biomechanische 
Messungen an Schweinehornhaut konnten nach Behandlung mit Riboflavin und einer 
Bestrahlung mit verschiedenen Wellenlängen eine Versteifung dieser zeigen (Spoerl et al. 
1998). 2003 konnte erstmals am Patienten nachgewiesen werden, dass die Bestrahlung 
mit UV-A-Licht in Kombination mit Riboflavin die Progression des Keratokonus aufhalten 
konnte (Wollensak et al. 2003a; Wollensak 2006). Der Einfluss der Methode auf das 
Gewebe von Kornea, Linse und Retina wurde als unschädlich eingestuft solange die 
Kornea mindestens 400 µm dick und eine homogene Bestrahlung garantiert ist (Spoerl et 
al. 2007). Der Eingriff konnte der Humanmedizin zugänglich gemacht werden und wird 
heute weltweit zur Behandlung des Keratokonus durchgeführt. Follow-up Studien konnten 
die Wirksamkeit und Verträglichkeit belegen (Ashwin und McDonnell 2010). 
In weiteren Studien konnten Wollensak und Spörl beweisen, dass die Behandlung mit 
Riboflavin und UV-A-Licht auch die Sklera biomechanisch verfestigt. Hierfür verwendeten 
sie humane und Schweine-Sklera, welche neben der Bestrahlung auch mit chemischen 
Cross-Linkern (Glycerinaldehyd und Glutaraldehyd) behandelt wurde. Alle drei Methoden 
konnten die sklerale Festigkeit erhöhen (Wollensak und Spoerl 2004). Die Behandlung mit 
Riboflavin und UV-A-Licht hat zwar die geringsten Effekte auf die Biomechanik, scheint 
allerdings am verträglichsten für die beteiligten Gewebe zu sein. Die Toxizität und die 
Nebenwirkungen durch chemische Cross-Linker müssen in weiteren Studien untersucht 
werden (Wollensak und Iomdina 2008a). 
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1.9 Riboflavin und die reaktiven Sauerstoffspezies 
 
Riboflavin ist ein Vitamin aus dem B-Komplex (Vitamin B2) und Inhaltsstoff 
verschiedenster Lebensmittel, wie Milchprodukten, Gemüse, Fisch, Muskelfleisch, Eiern 
und Vollkornprodukten (Szcześniak et al. 1971; Gliszczyńska-Swigło und Koziołowa 
2000). Das Vitamin wirkt nach Umbau in Mukosa, Erythrozyten und Leber als Flavin-
Mononukleotid (FMN) oder Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) als Coenzym der 
Flavinenzyme und ist somit unentbehrlich für Stoffwechselprozesse (Vitamine, 
Spurenelemente und Mineralstoffe, 2002). Nur 9 % des eingenommenen Riboflavins 
werden unverändert über die Nieren ausgeschieden. Mengen über der physiologisch 
benötigten Dosis werden ebenso unverändert renal ausgeschieden. Fälle von 
Überdosierungen und Nebenwirkungen sind nicht bekannt und die Toxizität wird als sehr 
gering eingestuft. Ein Defizit an Riboflavin (Ariboflavinose) hingegen führt zu klinischen 
Symptomen, wie Exanthemen, Hautrissen im Lippen- und Mundwinkelbereich und 
Lichtüberempfindlichkeit. Ein schwerer Mangel kann sogar zu Anämie und Neuropathie 
führen (D-A-CH 2000). Der besondere chemische Aufbau des Riboflavins erlaubt die 
Aufnahme oder Abgabe eines Wasserstoffatompaares (Kim et al. 1993; Edwards et al. 
1999), was es unbeständig gegenüber Licht macht, es jedoch zur Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies befähigt (Kumari et al. 1996; Min und Boff 2002). Nach Energiezufuhr 
durch Lichteinstrahlung wird Riboflavin zum angeregten Triplett-Riboflavin, das entweder 
durch benachbarte Komponenten reduziert wird und somit Riboflavin-Radikale bildet oder 
mit atmosphärischem Triplett-Sauerstoff reagiert und hierbei Superoxidanionen und 
Singulett-Sauerstoff produziert (Foote 1985). Hierbei ist die Produktion der reaktiven 
Sauerstoffspezies und Radikale nicht nur vom umgebenden chemischen Milieu (Huang et 
al. 2004), der Sauerstoffverfügbarkeit (Sparrow et al. 2002) und der Riboflavin-
konzentration (Choe et al. 2005), sondern auch von der Wellenlänge und Leistung (Sattar 
et al. 1975; Woodcock et al. 1982) des angewendeten Lichts abhängig. Riboflavin verfügt 
über mehrere Absorptionsmaxima (siehe Abb. 2. 6 in Material und Methoden) (Koziol 
1965), was den charakteristischen photochemischen Prozess und somit die Produktion 
von freien Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies, neben UV-Licht, auch mit Blaulicht 
ermöglicht (Omata et al. 2006; Bouillaguet et al. 2008; Bouillaguet et al. 2010). Die hierbei 
gebildeten Sauerstoffspezies sorgen für einen schnellen Verfall des Riboflavins (Huang et 
al. 2004). Somit entstehen pH- und konzentrationsabhängig nach kurzer 
Tageslichtbestrahlung die Abbauprodukte Lumiflavin und Lumichrom (besonders im 
basischen Milieu) (Ahmad und Rapson 1990; Toyosaki T; Ahmad et al. 2004; Diakonis et 
al. 2012), die wiederum selbst photosensitiv sind und somit radikale Sauerstoffspezies 
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und freie Radikale unter UV- und Blaulichtbestrahlung erzeugen (Huang et al. 2006; 
Koziol 1965). Die Sauerstoffspezies führen jedoch nicht nur zum Abbau des Riboflavins, 
sie nehmen Einfluss auf die umgebenden Strukturbestandteile. Kato et al. konnten 
nachweisen, dass durch Riboflavin und UV-A-Licht chemische Kreuzverbindungen 
zwischen Kollagenmolekülen entstehen (Collagen Cross-Links) (Kato et al. 1994). Dies 
ging mit einem Verlust an Tyrosin- und Histidinresten einher (Kato et al. 1994). Diese 
Voraussetzung erlaubt die Idee, Riboflavin und Blaulicht zur biomechanischen Versteifung 
der Sklera einzusetzen und so einen Einfluss auf das krankhafte Augenwachstum in der 
progressiven Myopie zu nehmen. 
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1.10 Das in vitro Cross-Linking der Sklera mit Riboflavin und 
Blaulicht – Der Grundsatzbeweis  
 
Ob das Cross-Linking mit Blaulicht, anstatt des UV-A-Lichts, geeignet ist sklerales 
Gewebe zu versteifen, wurde in Vorversuchen an isolierter Kaninchensklera getestet. Die 
Ergebnisse wurden durch unsere Arbeitsgruppe publiziert (Schuldt et al. 2014). Mit Hilfe 
eines Scher-Rheometers wurden die viskoelastischen Eigenschaften skleralen Gewebes 
von Kaninchen im unbehandelten und behandelten Zustand untersucht. In folgenden 
Diagrammen (Abb. 1. 10) sind die Hauptaussagen der Veröffentlichung dargestellt. 
 
 
Abb. 1. 10 Rheologische Untersuchung von unbehandelter und behandelter Kaninchensklera im 
Vergleich zu Kontrollgruppen. a) Vergleich des relativen elastischen Speichermoduls ΔG’ von 
unterschiedlich behandelter Sklera in Abhängigkeit von der angesetzten Frequenz. Volle Kreise: 
Riboflavin + 25 mW/cm² Blaulicht (n=27), Dreiecke: nur Riboflavin (n=12), offene Kreise: nur 
25 mW/cm² Blaulicht (n=12). Nur die Behandlung mit Riboflavin und Blaulicht führte zu einer 
Steigerung des relativen elastischen Speichermoduls (bedeutet, dass ΔG’ > 1).  
b) Boxplot-Diagramm zur Darstellung des elastischen Speichermoduls der in Abb. 1. 10a gezeigten 
Daten im Vergleich zu Behandlungen mit anderen Parametern. Hierbei werden die Kontrollen (nur 
25 mW/cm² Blaulicht (n=12), nur Riboflavin (n=12) und unbehandelt (n=77) mit voll behandelten 
Sklerae verglichen. Diese wurden mit Riboflavin und aufsteigenden Lichtintensitäten von 10 (n=5), 
25 (n=27), 50 (n=9), 100 (n=8) und 200 mW/cm² (n=4) behandelt. Die Steigerung des mittleren 
elastischen Speichermoduls ist dosisabhängig. Die Whisker kennzeichnen den Median, das 2. und 
98. Perzentil. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test (zweiseitig) p** < 
0,01; p*** < 0,001. 
 
Im Vergleich zu seinen Kontrollen (nur mit Riboflavin behandelt und nur mit 25 mW/cm² 
Blaulicht behandelt), wies vollständig behandelte Sklera (Riboflavin und 25 mW/cm² 
Blaulicht) veränderte elastische Eigenschaften auf. Die behandelte Sklera wies ein 
relatives elastisches Speichermodul von circa 1,6. Es musste somit 60% mehr Kraft 
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aufgewendet werden, um die gleiche Verformung wie in den Kontrollen zu erreichen. Eine 
voll behandelte Sklera ist somit steifer bzw. fester als deren nur teilweise oder 
unbehandelte Kontrollen. Die Zunahme des elastischen Speichermoduls war hierbei direkt 
abhängig von der Anwendung steigender Blaulichtleistungen. Wobei ab einer 
Blaulichtleistung von 200 mW/cm² die versteifende Wirkung des Cross-Linkings 
aufgehoben ist (Schuldt et al. 2014). Die Ergebnisse zeigen, dass sklerales Gewebe 
durch die Behandlung mit Riboflavin und Blaulicht biomechanisch stabiler wird und dass 
der Effekt direkt abhängig von der angewendeten Blaulichtleistung ist.  
In den Experimenten wurde, an Stelle des UV-A-Lichts, Blaulicht (450 nm) für die 
Kreuzvernetzung der Sklera des Kaninchens verwendet. Hierbei wurde zum ersten Mal 
nachgewiesen, dass Blaulicht in Kombination mit Riboflavin das kollagene Gewebe der 
Sklera dosisabhängig versteift. In bisherigen Studien zum Einfluss des Cross-Linkings auf 
die biomechanischen Eigenschaften skleralen Gewebes, wurde ultraviolettes Licht bei 
einer Wellenlänge von 370 nm eingesetzt. Neben dieser und anderen Cross-Linking 
Methoden (Wollensak et al. 2005; Wollensak und Spoerl 2004; Wollensak und Iomdina 
2008a), konnte somit auch die Behandlung mit Riboflavin und Blaulicht positiv auf seine 
Wirksamkeit getestet werden. 
Zusätzlich konnten wir die Abhängigkeit der skleralen Versteifung von der angewendeten 
Blaulichtintensität nachweisen. In vivo Studien am Kaninchen mit Lichtintensitäten von 
25 mW/cm² Blaulicht oder 3 - 4,2 mW/cm² UV-A-Licht zeigten eine Steigerung der 
skleralen Steifheit von Faktor 3 bzw. 4-6 (Wollensak et al. 2005; Iseli et al. 2008; 
Wollensak und Iomdina 2009). In einer anderen Studie wurden humane Sklerastreifen mit 
Riboflavin und 3 mW/cm² UV-A-Licht behandelt und eine Steigerung der skleralen 
Steifheit auf den Faktor 1,3 bis 2 beobachtet, wohingegen die gleiche Behandlung von 
Schweinesklera eine Versteifung um den Faktor 2,6 zeigte (Wollensak und Spoerl 2004). 
Die Abweichungen wurden wahrscheinlich durch die verwendeten Wellenlängen, 
Bestrahlungszeiten, Spezies- und Altersunterschiede der skleralen Proben, sowie durch 
unterschiedliche Messmethoden verursacht. Möglich wäre auch, dass das in vivo 
Cross-Linking effektiver war als das in vitro Cross-Linking. Auffällig ist, dass bei der 
Anwendung einer höheren Blaulichtintensität von 200 mW/cm² die versteifende Wirkung 
des Cross-Linkings aufgehoben war. Dies ist vermutlich auf den schädigenden Effekt des 
Blaulichts in hohen Intensitätsbereichen auf die skleralen Zellen und extrazellulären 
Strukturen zurückzuführen.  
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1.11  Zielstellung 
 
In dieser Arbeit widmete ich mich der Fragestellung, ob das Riboflavin/Blaulicht 
Cross-Linking als Therapie zur Eindämmung des Augenwachstums geeignet ist. Zu 
Grunde lag die Erkenntnis, dass kollagenreiches Gewebe mit Hilfe reaktiver 
Sauerstoffspezies biomechanisch verstärkt werden kann. Gregor Wollensak, Theo Seiler 
und Eberhard Spörl entwickelten diese Tatsache weiter zu einer heute klinisch 
angewandten Methode (mit Riboflavin und UV-A-Licht) zur Behandlung des Keratokonus, 
welcher durch eine Schwächung des Hornhautgewebes des Auges entsteht. Das 
Cross-Linking führt zur „Versteifung“ der Hornhaut, was dem weiteren Fortschreiten des 
Keratokonus entgegenwirkt. In der Entstehung der pathologischen Myopie kommt es in 
der Sklera (Augenweiß, der Hornhaut verwandtes Gewebe) ebenso zu einer 
biomechanischen Schwächung des Gewebes, was zu einer krankhaft fortschreitenden 
Augenausdehnung führt. Symptomatisch kommt es zu schweren Seheinschränkungen 
und Spätfolgen, die zur teilweisen bis vollständigen Erblindung führen können. In einer 
vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde die biomechanisch versteifende 
Wirkung des Cross-Linkings mit Riboflavin und Blaulicht an isoliertem skleralen Gewebe 
nachgewiesen (Schuldt et al. 2014).  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Adaption des Riboflavin/Blaulicht Cross-Linkings 
für die Anwendung an der Sklera im Kaninchen-Tiermodell, um den Einfluss auf das Auge 
und dessen Wachstum zu untersuchen. Die sklerale Riboflavindurchdringungsdauer und 
Lichtdurchlässigkeit sollte bestimmt werden, um ein optimales Dosis-Zeit-Verhältnis des 
operativen Eingriffs und dessen Effektivität herauszuarbeiten. Mittels verschiedener 
histologischer Verfahren (Lichtmikroskopie, Elektronenmikroskopie und 
Immunhistochemie) sollte die Verträglichkeit der Anwendung umfassend untersucht und 
daraus eine Schadensschwelle für junge und adulte Kaninchen (sowohl pigmentierte als 
auch albinotische) abgeleitet werden. Das sklerale Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking 
sollte an Augen junger Kaninchen angewendet werden, um die Auswirkungen auf das 
Augenwachstum zu untersuchen. Hierbei sollten sowohl Kurzzeit- als auch 
Langzeitbeobachtungen durchgeführt werden. 
Die Möglichkeit die Sklera mit Hilfe von Riboflavin und Licht biomechanisch zu verstärken, 
eröffnet für die Ophthalmologie neue Anwendungsfelder. Dem geschwächten Gewebe 
neue Festigkeit zu verleihen, gibt Hoffnung, die pathologische Myopie ohne massiven 
Einsatz von Chirurgie oder Fremdkörpertransplantation, im pathologischen Verlauf 
eindämmen zu können. Dies würde für Millionen Betroffene die Bewahrung des 
Augenlichts bedeuten. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
 
2.1.1 Chemikalien und Puffer 
 
Tab. 2. 1 Chemikalien und Puffer 
Chemikalie Hersteller 
Aceton 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Agarose (low-melting) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
D-(+)-Glucose wasserfrei 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Epoxidharz (Durcupan™ ACM Fluka) Sigma, Steinheim, Deutschland 
Glutardialdehyd  
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
HEPES 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Hoechst 33258  Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA 
Immu-Mount (Eindeckmedium) Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, USA 
Isotonische Kochsalzlösung (0,9%) 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
Kaliumchlorid (KCl) 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Kalziumchlorid (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Natrium-Azid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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Chemikalie Hersteller 
Natriumchlorid (NaCl) 
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Osmiumtetroxid  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Phosphatpuffer  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Toluidinblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Triton X-100  
Carl ROTH GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
Uranylacetat  Serva, Heidelberg, Deutschland 
 
 
2.1.2 Antikörper und Serum 
  
Tab. 2. 2 Antikörper und Serum 
Antikörper /Serum Hersteller 
anti-GFAP (mouse anti-glial fibrillary acidic 
protein; monoclonal G-A-5,1 mg/ml) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
anti-Iba1 (rabbit anti-ionized calcium 
binding adaptor molecule, 0,5 mg/ml) 
Wako Bioproducts, Neuss, Deutschland 
DaM-Cy2 (Cy2-konjugierter donkey 
anti-mouse IgG, 1,5 mg/ml) 
Jackson ImmunoResearch Laboratories; 
Inc., West Grove, PA, USA 
DaRb-Cy3 (Cy3-konjugierter donkey 
anti-rabbit IgG, 1,5 mg/ml) 
Jackson ImmunoResearch Laboratories; 
Inc., West Grove, PA, USA 
Esel-Normal-Serum (60 mg/ml) 
Jackson ImmunoResearch Laboratories; 
Inc., West Grove, PA, USA 
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2.1.3 Medikamente 
 
 
Tab. 2. 3 Medikamente 
Medikament Hersteller 
Conjuncain, EDO 0,4 % 
Bausch & Lomb, Rochester, New York, 
USA 
Floxal® Augensalbe  
Dr. Gerhard Mann GmbH, Berlin, 
Deutschland 
Ketaminhydrochlorid, 5% (50 mg/ml) Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 
Lidocainhydrochlorid 2 % (20 mg/ml) 
bela pharma GmbH & Co. KG, Vechta, 
Deutschland 
Magnevist® (Kontrastmittel) Bayer AG, Leverkusen, Deutschland 
Novaminsulfon  
(Metamizol-Na 1 H2O, 1g /2ml) 
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 
Riboflavin-Lösung, 0,5 % Streuli Pharma AG, Uznach, Schweiz 
Rompun, 2 % (Xylazinhydrochlorid, 
20 mg/ml) 
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland 
T61  
Intervet Deutschland GmbH, 
Unterschleissheim, Deutschland 
Vaseline® (white EuAB) Bombaltus-Werke AG, Freital, Deutschland 
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2.1.4 Gebrauchswaren 
 
Gebrauchswaren, falls nicht anders erwähnt, wurden von folgenden Firmen bezogen: 
  
 
Tab. 2. 4 Gebrauchswaren 
Gebrauchsware Hersteller 
Athene-Netzchen (Ø 3.05 mm, Nickel, 300 
mesh thin bar) 
Plano, Wetzlar, Deutschland 
Deckgläschen  
Menzel-Gläser, Thermo Scientific, 
Pittsburgh, PA, USA 
Diamantmesser  Diatome, Biel, Schweiz 
Durapore Medizinisches Kunstseiden-
Pflaster 
3M Deutschland GmbH, Neuss, 
Deutschland 
formvarbeschichtete Schlitzblenden (Ø 
3.05 mm, Nickel, slot 2 mm x 1 mm,) 
Plano, Wetzlar, Deutschland 
Membranfilter (Cellulosenitrat, NC 45 ST) Whatman GmbH, Dassel, Deutschland 
Mersilene 2,0 Polyesterfaden 
ETHICON, Johnson & Johnson MEDICAL 
GmbH, Norderstedt 
Objektträger  
Menzel-Gläser, Thermo Scientific, 
Pittsburgh, PA, USA 
Präparierbesteck 
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
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2.1.5 biologisches Versuchsmaterial  
 
  
 
Tab. 2. 5 Herkunft des biologischen Gewebematerials 
Spezies Lieferant 
Oryctolagus cuniculus forma domestica 
(Rasse: Chinchillakaninchen) 
Medizinisch Experimentelles Zentrum 
Leipzig (MEZ) 
Oryctolagus cuniculus forma domestica 
(Rasse: Weißer Neuseeländer) 
Charles River, Deutschland 
Macaca fascicularis (Javaneraffe) Covance Laboratories GmbH, Münster 
Sus scrofa (Unterart: Hausschwein, Rasse 
unbekannt) 
Emil Färber Großschlächterei, Belgern 
Ovis orientalis aries (Hausschaf) 
Medizinisch Experimentelles Zentrum 
Leipzig (MEZ), TRM AG Schulz/ Marquaß 
Bos primigenius taurus (Hausrind, Rasse: 
Holstein Schwarzbunte) 
Emil Färber Großschlächterei, Belgern 
Homo sapiens (Mensch) Gewebespender, DGFG 
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2.1.6 Geräte 
 
Alltägliche Laborgeräte, wie Kühlschränke, Gefrierschränke, Mikrowelle und Schüttler 
wurden von der Abteilung Pathophysiologie der Neuroglia des Paul-Flechsig-Instituts, 
Universität Leipzig zur Verfügung gestellt. 
Tab. 2. 6 Geräte 
Gerät Hersteller 
1k SSC-Kamera  proScan, Lagerlechfeld, Deutschland 
Auto-axial-längs Biometer AL-010 Shin-Nippon, Japan 
Axioskop 20 (Lichtmikroskop) 
Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
Blaulicht-Strahlenapplikator (bluephase 16i) 
Ivoclar Vivadent clinical, Ellwangen-Jagst, 
Deutschland 
C-Apochromat 40x/1,2 
Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
Digitale Zahnweiten-Messschraube, IP40, 
0 – 25 mm  
W&Z-Computer-Vertrieb GmbH, Dresden, 
Deutschland 
Digitale Zahnweiten-Messschraube, IP40, 
25 – 50 mm  
W&Z-Computer-Vertrieb GmbH, Dresden, 
Deutschland 
Digitalkamera 
Olympus ColorView II, Olympus 
Deutschland GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Elektronenmikroskop (Zeiss EM 912 
Omega) 
Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Feinwaage (Mettler AJ50) 
Mettler-Toledo GmbH, Gießen, 
Deutschland 
Groß-Kaliber-Spectrometer mit 
Microimaging-Einheit 
(Bruker DRX 300, 7.1 T) 
Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, 
Deutschland 
inverses Laser Scanning Mikroskop 
(Leica TCS SP2) 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Deutschland 
Laser Scanning Mikroskop LSM 510 Meta  Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Mikrotom (Reichert Ultracut S) Leica, Wetzlar, Deutschland 
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Gerät Hersteller 
Ophthalmic 900-Operationsmikroskop 
MÖLLER-WEDEL GmbH, Wedel, 
Deutschland  
Photometer (FieldMax II + Thermopile 
Sensor PowerMax PS19) 
Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA 
Spectrometer (Horiba Jobin Yvon iHR320 
Imaging Spectrometer) 
HORIBA Jobin Yvon GmbH, München, 
Deutschland 
Spectrophotometer DU®530  Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA 
Vibratom (Microm HM 650 V Vibration 
microtome) 
Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, USA 
 
2.1.7 Programme 
 
Adobe® Photoshop® CS2, Version 9.0 (© 1990 – 2005 Adobe Systems Incorporated) 
analySIS pro, Version 5.0 (© 1986 – 2008 Olympus soft Imaging Solutions GmbH) 
CorelDRAW ® 11, Version 11.633 (© 2002 Corel Corporation) 
CorelPHOTO-PAINT® 11, Version 11.633 (© 2002 Corel Corporation) 
GraphPad PRISM™, Version 2.01 (© GraphPad Software Inc.) 
Image J 1.44b Fuji (freeware) 
Leica Confocal Software v2.61 Build 1537 (©Leica Microsystems) 
Microsoft® Office Excel 2003 (© 1985 – 2003 Microsoft Corporation) 
Microsoft® Office Word 2003 (© 1985 – 2003 Microsoft Corporation) 
Windows XP Professional (© Microsoft Corporation) 
Zeiss LSM 5 Image Examiner, Version 3.2.0.70 (© Carl Zeiss GmbH, 1997-2002
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Bestimmung der skleralen Riboflavindurchlässigkeit, 
Lichtdurchlässigkeit und Gewebedicke 
 
Die Verwendung biologischen Materials erfolgte unter anerkannten ethischen 
Konventionen. Das humane Material wurde durch die Deutsche Gesellschaft für 
Gewebetransplantation mbH (DGFG) unter Zustimmung für die Nutzung für 
Forschungszwecke bereitgestellt. Die Spende, Beschaffung, Verarbeitung und Lagerung 
wurde konform der EU-Richtlinie 2004/23/EG und unter der Zustimmung der zuständigen 
Ethikkommission (Bearb.-Nr. 024-11-24012011) durchgeführt. 
 
Sklerale Riboflavindurchlässigkeit 
 
Die Sklera von Kaninchen (Albino), Makake, Mensch, Schwein, Schaf und Rind wurde wie 
in Punkt 2.2.3 (Präparation des Auges) präpariert (alle frisch isoliert, humane Sklera bei -
20°C aufbewahrt). Die inneren Schichten des Auges (Retina und Choroid) wurden 
vorsichtig mit einer gekrümmten 7er Pinzette entfernt. Ein Deckgläschen (24 x 60 mm) 
wurde mit etwas Vaseline® dünn bestrichen. Das Sklerastück wurde luftblasenfrei auf das 
Deckgläschen gelegt, sodass die Sklerainnenseite dem Deckgläschen zugewandt war. 
Ein Plastikröhrchen von 8 mm Höhe und 4 mm Durchmesser wurde mit Hilfe der 
Vaseline® flüssigkeitsdicht auf der Oberseite der Probe (Außenseite der Sklera) fixiert und 
diente als Gefäß. Das überstehende Gewebe wurde mit Vaseline® gegen Austrocknung 
abgedeckt. Das inverse Laser Scanning Mikroskop (Leica TCS SP2) machte es möglich, 
die Unterseite der Probe auf Fluoreszenz zu überprüfen. 
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Abb. 2. 1 Skizze des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Riboflavindurchlässigkeit der Sklera. 
Die Fluoreszenz des Riboflavins wird an der Innenseite der Sklera durch das LSM detektiert.  
 
Dafür wurde das Deckgläschen auf dem Objekttisch eingespannt. Mit Hilfe der 
Eigenfluoreszenz des Gewebestücks wurde der Fokus auf die Unterseite der Probe 
eingestellt. Das Scanfeld hatte eine Größe von 1,5 x 1,5 mm (2,25 mm²). 
Bei Tieren mit dünner Sklera (Makake und Kaninchen, unter 300 µm) wurde alle 
5 Sekunden ein Bild aufgenommen, bei dickeren Sklerae (Mensch, Schwein, Schaf und 
Rind, über 300 µm) alle 15 Sekunden (Programm: Leica Confocal Software v2.61 Build 
1537). Nach Abrastern des dritten Bildes, wurden 100 µl Riboflavin (0,5 %ig) in das 
Plastikröhrchen appliziert. Auf diese Weise entstand eine Bildfolge mit Zeitverlauf, die den 
Anstieg der Fluoreszenz an der Sklerainnenseite widerspiegelte. Das Riboflavin wurde mit 
einer Wellenlänge von 488 nm angeregt. Zur Detektion der Riboflavin-Fluoreszenz 
(Emissonswellenlänge= 460 bis 800 nm, Maximum zwischen 500 und 600 nm, Scott Prahl 
2012) wurde ein Bandpassfilter verwendet, der für Wellenlängen zwischen 500 und 
600 nm durchlässig war. Wenn das Riboflavin die Sklera durchdrang, wurde es mittels 
des Lichts angeregt und fluoreszierte. Die Fluoreszenz nahm mit steigender Menge 
Riboflavin zu und wurde in der Bildfolge detektiert. Die Messung wurde beim Erreichen 
des Sättigungswertes abgebrochen.  
Die Analyse der Fluoreszenzintensität erfolgte anschließend mit CorelPHOTO-PAINT® 11. 
Die Werte der Fluoreszenzintensität wurden in Microsoft® Excel 2003 übertragen und in 
Abhängigkeit von der Aufnahmezeit ausgewertet. Die Intensität der Eigenfluoreszenz des 
Gewebes wurde von der gemessenen Gesamtfluoreszenzintensität subtrahiert. Der 
Maximalwert der aus dieser Korrektur/Subtraktion resultierenden Fluoreszenzintensität 
wurde auf 100 % gesetzt. 
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Sklerale Lichtdurchlässigkeit 
 
Die Präparation der Augen von Kaninchen, Makake, Mensch, Schwein, Schaf und Rind 
wurde wie in Punkt 2.2.3 (Präparation des Auges) vorgenommen. Die inneren Schichten 
des Auges (Retina, Chorioid) wurden vorsichtig mit einer gekrümmten 7er Pinzette 
entfernt. Ein Stück Sklera wurde in ein mindestens 1 cm² großes Stück mit Hilfe eines 
Skalpells geschnitten. Das Spectrophotometer DU®530 wurde so eingestellt, dass es ein 
Emissionsspektrum von 350 bis 750 nm Wellenlänge verwendet. Der Leerwert wurde 
ermittelt, indem die Licht-Transmission durch den vorgefertigten Rahmen ohne Präparat 
gemessen wurde.  
 
 
Abb. 2. 2 Versuchsaufbau zur Bestimmung der skleralen Lichtdurchlässigkeit. Ein angepasster 
Rahmen wurde zum Einspannen der Sklera verwendet. Das Sklerastück (grau) wird zwischen 
Platte 1 und 2 gelegt und mit Hilfe der Schrauben befestigt. Der Rahmen passt in die 
Photometerkammer. L: Lichtquelle, D: Detektor 
 
Das Sklerastück wurde in einen gefertigten Rahmen gespannt, der in die 
Photometerkammer passt. Nach der Messung der Lichtmenge, die die Sklera im 
natürlichen Zustand durchquert, wurde das Sklerastück für 20 Minuten in Riboflavin 
(0,5 %ig) inkubiert und abgedeckt. Das Sklerastück wurde wie zuvor eingespannt und 
erneut die Menge an Licht gemessen, die die Sklera in Abhängigkeit von der Wellenlänge 
durchquert. Die Daten wurden in Textformat gespeichert und mittels 
Microsoft® Excel 2003 ausgewertet und verglichen. 
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2.2.2 Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking im Tiermodell 
 
Die operativen Eingriffe und die Tötung wurden von Dr. Christian Koch (Klinik und 
Poliklinik für Augenheilkunde, Universitätsklinikum Leipzig) und Dr. Hans Peter Iseli 
(Limmat Augenzentrum AG, Zuerich, Schweiz) durchgeführt und von mir assistiert. Die 
Operationen wurden im Tier-Operationssaal des Labortraktes der Augenklinik der 
Universität Leipzig durchgeführt.  
Die Tiere wurden vom Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Universität Leipzig 
bereitgestellt und versorgt. Die Haltung erfolgte in Standardkäfigen mit Wasser und 
Nahrung ad libitum, in Temperatur kontrollierten Räumen mit einem 12 Stunden Tag- und 
Nachtrhythmus. Die Experimente wurden konform der Richtlinien der Europäischen Union 
und der ARVO Erklärung für den Gebrauch von Tieren in der Ophthalmologie und 
Augenforschung durchgeführt. Die durchgeführten Methoden wurden von dem 
Regierungspräsidium Leipzig eingehend geprüft und genehmigt (TVV 12/07, TVV 09/08, 
TVV 38/08 und TVV 27/10). 
Insgesamt wurden 204 Tiere operiert, um die Operationsmethodik zu etablieren, die 
Schadensschwelle zu bestimmen und den Einfluss der Methode auf das Augenwachstum 
zu untersuchen. 
 
Um die klinische Methode zu etablieren, mussten vorerst Parameter wie Alter der zu 
operierenden Tiere, Anästhesie, Überlebenszeit, Messung der axialen Bulbuslänge und 
OP-relevante Parameter getestet werden. Diese Vorversuche wurden von Dr. Hans Peter 
Iseli und Qing Liu durchgeführt. Hierfür wurden 72 Tiere operiert und ausgewertet, um den 
bestmöglichen Ablauf und Erfolg des operativen Eingriffs zu gewährleisten. 
Das Alter zum Eingriffszeitpunkt war wichtig bei der Behandlung junger Tiere, da sowohl 
die Augengröße als auch das Körpergewicht entscheidend für den Erfolg waren. Ein zu 
kleines Auge ist schlecht zu operieren. Ist das Augenwachstum jedoch zu weit 
fortgeschritten, kann der Einfluss der Methode auf dieses nicht mehr deutlich dargestellt 
werden. Um das Operationsalter festzulegen, wurden als Grundlage Studien von 
Reichenbach et al. (Reichenbach et al. 1991) und Barathi et al. (Barathi et al. 2002) 
verwendet. In folgenden Diagrammen sind die axiale Länge und die Wachstumsrate des 
Kaninchenauges gegen das Alter aufgetragen, die bei der Festlegung des 
Operationsalters ausschlaggebend waren (Barathi et al. 2002).  
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Abb. 2. 3 Diagramm zur axialen Länge und Wachstumsrate des Kaninchenauges bis zum Alter von 
56 Tagen. Das schnellste Augenwachstum findet in den ersten Wochen des Lebens statt. In einem 
Alter von 3 Wochen liegt die axiale Augenlänge zwischen 11 und 12 mm. Im Alter von 6 Wochen 
zwischen 15 und 16 mm. Adulte Tiere haben eine axiale Augendimension um 20 mm. Nach 
Barathi et al. 2002. 
 
 
Die Wachstumsrate des Auges ist in der ersten Woche nach der Geburt am größten und 
nimmt mit steigendem Alter ab. Im Alter von drei Wochen liegt das Wachstum bei 0,2 mm 
pro Tag und unterscheidet sich somit nicht von Tieren im Alter von nur 2 Wochen. Diese 
Tatsache unterstützte die These, dass ein Alter von 3 Wochen ausreichend ist um den 
Einfluss der Methode auf das Augenwachstum zu untersuchen. Zusätzlich erleichtert ein 
höheres Alter die Durchführung der Operation sowohl bei der Narkose als auch bei der 
Präparation des Operationssitus.  
Junge Kaninchen reagieren anders auf die Narkose als adulte Kaninchen, was die 
Anwendung eines strengen Narkose-Regimes notwendig machte. Die Sterblichkeit ist mit 
einem geringen Körpergewicht deutlich erhöht. Hinzu kommt, dass in regelmäßigen 
Abständen Narkosemittel appliziert werden musste, da ein junges Kaninchen ohne 
Vorzeichen aus dieser erwacht. Es wurden unterschiedliche Überlebenszeiten gewählt, 
um aussagekräftige Ergebnisse zum Einfluss auf das Augenwachstum und eine Reaktion 
der beteiligten Gewebe auf die Behandlung zu untersuchen.  
Eine geeignete Messmethode zur Erhebung der axialen Augenlänge musste an das 
Versuchsobjekt angepasst werden. Das Ultraschall Messgerät A „Auto-axial-längs 
Biometer AL-010“ wurde für den Menschen etabliert. Der Messbereich ist somit nicht für 
kleinere Augen ausgelegt. Um dieses Problem zu beheben, musste der Ultraschallkopf 
verlängert werden. Hierfür wurden verschiedene Vorlaufstrecken auf ihre Tauglichkeit 
überprüft.  
Weitere OP-relevante Einflussgrößen, wie die Präparation des Operationssitus, 
Riboflavinapplikation, Handhabung des Licht-Applikators mit Einstellung verschiedener 
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Lichtleistungen, die zu bestrahlenden Areale und die Bestrahlungsdauer, wurden 
ebenfalls getestet.  
Die Sklera musste sowohl für die Applikation des Riboflavins als auch für die Bestrahlung 
freigelegt werden. Hierfür mussten Muskeln angeschlungen und die Bindehaut weit genug 
abgesetzt werden.  
Die Riboflavineinwirkzeit wurde auf 20 Minuten erhöht, um ein vollständiges Cross-Linking 
der Sklera zu gewährleisten. Die Einstellungsmöglichkeiten des Blaulicht-
Strahlenapplikators genügten nicht, um eine breite Palette an unterschiedlichen 
Lichtleistungen bereitzustellen. Die Leistung nimmt indirekt proportional zur Entfernung 
der Lichtquelle ab, daher wurden Kunststoffröhrchen in angepassten Längen hergestellt, 
welche auf den Applikatorkopf befestigt wurden. Mit einem Photometer 
(FieldMax II + Thermopile Sensor PowerMax PS19, Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA) 
konnten die Leistungen bestimmt werden. Bestrahlt wurde entweder ein Areal oder um 
das Auge herum drei Areale für je 20 Minuten.  
Vergleichs-Operationen wurden parallel zu den laufenden Experimenten durchgeführt. 
Hierbei handelt sich um Kontrollgruppen, die zwar den gesamten Prozess des operativen 
Ablaufs durchlaufen, bei denen jedoch immer ein Parameter ausgeschaltet wird. Somit 
kann man ausschließen, dass nur die vollständige Operationsmethode an sich und nicht 
nur die Bestrahlung beziehungsweise nur das Riboflavin einen Einfluss auf das Ergebnis 
hat. Ebenso wurden Schein-Operationen durchgeführt, bei denen die Kaninchen zwar 
operiert wurden, jedoch weder Riboflavin noch Blaulicht angewendet wurde. Die Tiere 
wurden wie die anderen histologisch als auch morphometrisch untersucht.  
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Aufnahme und Narkose  
 
Das Kaninchen wurde hinsichtlich seiner Ohrmarke, Geschlecht, Gewicht und Fitness 
untersucht. Es wurde im Genick gehalten und auf ein OP-Tuch gesetzt und anschließend 
darin eingewickelt, sodass nur das Hinterteil sichtbar war und es ruhig saß. Dem 
Kaninchen wurde Ketaminhydrochlorid (50 mg/ml) 50 mg/kg KGW und Rompun 
(20 mg/ml, Xylazinhydrochlorid) 10 mg/kg KGW intramuskulär gemäß seinem 
Körpergewicht in den Oberschenkel injiziert. Um die korrekte Konzentration des 
Anästhetikums zu gewährleisten, wurde eine Stanmmlösung für 3 Tiere angefertigt. Die 
Mengen des Anästhetikums pro Tier ergeben sich wie folgt:  
 
 Kaninchen-Jungtiere, Körpergewicht etwa 250 g  
 Erstnarkose:  
 0,165 ml Ketaminhydrochlorid 30 µl Rompun 
 Nachanästhesie: 
70 µl Ketaminhydrochlorid, 15 µl Rompun mit physiologischer Kochsalzlösung auf 
0,15 ml verdünnen 
 Kaninchen mit einem Körpergewicht von etwa 4 kg 
 Erstnarkose: 
 4 ml Ketaminhydrochlorid, 0,4 ml Rompun 
 Nachanästhesie: 
 2 ml Ketaminhydrochlorid, 0,2 ml Rompun 
 
Für mindestens 15 Minuten wurde das Tier in den abgedeckten Kaninchenkäfig 
zurückgesetzt und sein Kreislaufzustand (Überprüfung der Atmung, Pupillenreflexe und 
Herzschlagfrequenz) überprüft. Bei Nachlassen der Narkose (schnellere Atem- und 
Herzschlagfrequenz, Einsetzen des Pupillenreflexes, Bewegung der Schnurrhaare oder 
Gliedmaßen), wurden 25 mg/kg Ketaminhydrochlorid KGW und Rompun 5 mg/kg KGW 
intramuskulär injiziert. Nach Einsetzen der Wirkung wurde gemäß dem Protokoll weiter 
verfahren. Bei jungen Kaninchen wurde ohne diese Anzeichen alle 40 Minuten 
Narkosemittel wie oben angegeben appliziert, da diese ohne Voranzeichen erwachen 
können.  
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Abb. 2. 4 Messung der 
axialen Augenbulbuslänge 
mittels Ultraschall A 
Messgerät. 
 
Messung der axialen Bulbuslänge des Auges  
 
Das Kaninchen wurde in linker Seitenlage mit Kopf zum Operateur auf dem OP-Tisch 
ausgerichtet, um an das rechte Auge zu gelangen. Mit Conjuncain (0,4 %ig) wurde die 
Bindehaut betropft und somit betäubt. Mit dem Ultraschall A Messgerät (Auto-axial-längs 
Biometer AL-010) wurde die innere Augenlänge bestimmt.  
Der Messkopf wurde mit einer Vorlaufstrecke verlängert, um 
eine korrekte Messung des kleineren Kaninchenauges zu 
gewährleisten. Hierzu wurde ein Röhrchen aus Kunststoff mit 
Agarose (4 % in Aqua dest.) befüllt. Nach je zwei 
Messungen wurde das Tier auf die rechte Seite gedreht, um 
an das linke Auge zu gelangen. Mit Conjuncain wurde die 
Bindehaut betropft und somit betäubt. Nach zwei Messungen 
wurde das Tier erneut auf die linke Seite gedreht. Der 
Vorgang wurde wiederholt bis 10 Messungen pro Auge 
erfolgt waren. Nach Subtraktion der Vorlaufstreckenlänge 
wurden der kleinste und höchste Wert gestrichen, um 
Ausreißer zu eliminieren. Die restlichen Werte wurden 
gemittelt. 
 
 
Abb. 2. 5 a) Darstellung einer Beispielmessung zur Bestimmung der inneren Augenlänge mittels 
Ultraschall A Messgerät (Auto-axial-längs Biometer AL-010). Der angegebene Wert setzt sich aus 
Vorlaufstrecke und innerer Augenlänge zusammen.  
b) Schema der Augenlängenmessung mittels Ultraschall A Messgerät (Auto-axial-längs Biometer 
AL-010). Die Signale werden als Peak dargestellt: U: Ultraschallkopf, 1: Eintritt Vorlaufstrecke, 2: 
Austritt Vorlaufstrecke und Kornea, 3: Eintritt Linse, 4: Austritt Linse, 5: Retina. Die innere 
Augenlänge wird durch die Subtraktion der Vorlaufstrecke vom Gesamtwert ermittelt.  
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Präparation des Operationssitus 
 
Das nicht zu operierende linke Auge wurde vor Beginn mit Floxal® Augensalbe gegen 
eine Erosion der Hornhaut und Austrocknung geschützt.  
Das rechte Auge wurde mit Conjuncain EDO 0,4 % betropft. Eine zusätzliche Betäubung 
wurde mit 0,05 ml Lidocain (20 mg/ml) in 0,2 ml physiologischer Kochsalzlösung bewirkt, 
welches parabulbär in die untere Hälfte der Orbita injiziert wurde. Die Operation erfolgte 
mit Hilfe des Ophthalmic 900-Operationsmikroskops. Nach Eintritt der vollständigen 
Lokalanästhesie wurde die Erweiterung des Lidspaltes um 4 mm mit Hilfe einer 
Operationsschere vorgenommen. Zur Freilegung der Sklera wurde die Konjunktiva, am 
Limbus beginnend, vorsichtig mit einer Operationsschere abgesetzt. Hierbei wurde 
temporal des oberen geraden Augenmuskels begonnen und bis zum Ansatz des unteren 
schrägen Augenmuskels fortgefahren. Dabei wurde die Bindehaut mit einer Pinzette 
angehoben. Es wurde ein Schnitt vom Limbus Richtung posterior von mindestens 0,5 mm 
gesetzt. Dieser sollte über den Bulbusäquator reichen. Von diesem Punkt ausgehend 
wurde die Tenonsche Kapsel von der zu bestrahlenden Sklera gelöst und der Schnitt 
Richtung posterior erweitert, um die Bindehaut zur Seite klappen zu können. Es erfolgt 
das Anschlingen des oberen bzw. unteren geraden Muskels mittels Fadenhalter und 
Krokodilsklemmen. Hierbei wurde auch die Bindehaut fixiert. 
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Riboflavinapplikation und Bestrahlung 
 
Das Auge wurde 20 Minuten lang, alle 5 Minuten, mit Riboflavin-Lösung betropft, um ein 
vollständiges Einwirken in die Sklera zu gewährleisten. Der obere und untere gerade 
Muskel wurde angeschlungen und mit Hilfe eines Fadenhalters fixiert. Während der 
Bestrahlung wurde weiterhin alle 5 Minuten Riboflavin mit Hilfe einer Spritze mit 
gekrümmtem Aufsatz appliziert (siehe Abb. 2. 8b).  
 
Die Bestrahlung der Sklera erfolgte mit dem Blaulicht-Strahlenapplikator „bluephase 16i“. 
Das Gerät besitzt eine LED mit einer Lichtleistung von 1600 mW/cm² und emittiert nach 
Herstellerangaben in einem Wellenlängenbereich von 430 bis 490 nm. Zur Verifizierung 
des Blaulicht-Strahlenapplikators wurde dessen Emission mittels eines Spectrometers 
(Horiba Jobin Yvon iHR320 Imaging Spectrometer) bestimmt. Diese Daten entsprechen 
einer weiteren Studie, in der die Emission des „bluephase 16i“ mittels USB 4000 
Spektroradiometers (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA) bestimmt wurde (Price et al. 
2012). 
 
 
Abb. 2. 6 Diagramm zur Darstellung des Wellenlängenbereiches in dem Riboflavin Licht absorbiert. 
Der Blaulicht-Applikator „bluephase 16i“ emittiert das Licht in einem Wellenlängenbereich von 400 
bis 500 nm. Das Emissionsmaximum der Lichtquelle liegt bei 450 nm und der Absorptionspeak des 
Riboflavins im Blaulichtbereich bei 447 nm (verändert nach Koziol 1965). 
 
 
450 nm 
447 nm 
 
A 
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Die gewünschten Lichtleistungen (5 bis 400 mW/cm²) zur Behandlung der Sklera wurden 
mit Hilfe unterschiedlich langer Aufsätze erreicht (In Abb. 2. 7). Hierfür wurden 
Kunststoffröhrchen verwendet und die resultierende Lichtleistung mit einem Photometer 
(Field Max II + Power Max II, Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA) bestimmt. Durch die 
inhomogene Ausleuchtung der Lichtquelle, kommt es zu einen Abfall der Lichtleistung von 
zentral zu peripher von 20 %. 
 
 
Abb. 2. 7 Lichtquelle mit Aufsätzen zur Regulierung der Blaulichtleistung. a) Kunststoffröhrchen in 
verschiedenen Längen zur Gewährleistung unterschiedlicher Lichtleistungen [mW/cm²]. Eine 
Lichtleistung von 650 mW/cm² benötigt keinen Aufsatz. b) Blaulicht-Lichtquelle „bluephase 16i“ 
(Ivoclar Vivadent clinical, Ellwangen-Jagst, Deutschland). 
 
Der Lichtleiter und die Aufsätze haben einen Durchmesser von 13 mm und decken eine 
Fläche von rund 1,1 cm² der Sklera ab. Nach Anhalten der Aufsätze an das zu 
operierende Auge, wurde der Anteil am Röhrchen, der die Kornea bestrahlen würde, mit 
Kunstseiden-Pflaster (Durapore) abgeklebt und mit einem Permanentmarker geschwärzt. 
So konnten die Aufsätze sowohl für adulte als auch für junge Kaninchen genutzt werden 
ohne die Hornhaut zu bestrahlen. Das Auge wurde temporal-superior bestrahlt, um 
Folgeschäden (Bestimmung der Schadensschwelle) in der betroffenen Region zu 
untersuchen.  
Für die Bestrahlung junger Kaninchen zur Untersuchung des Einflusses auf das 
Augenwachstum, wurde ein Lichtadapter angefertigt, der der Sklera direkt aufliegt. In 
folgender Abbildung (Abb. 2. 8) ist dieser in einer Skizze dargestellt. Da die Lichtquelle 
zentral die stärkste Lichtenergiemenge emittiert, musste die Oberfläche des Adapters 
modifiziert werden. Hierfür wurden die Bereiche, die der Kornea aufliegen vollständig und 
der zentrale Bereich mit der höchsten Lichtleistung partiell geschwärzt. Die Lichtleistung 
wurde mittels des Photometers (FieldMax II + PowerMax PS19) und eines 
Lichtleiteradapters (Messung kleiner Flächen innerhalb des Lichtadapters) kontrolliert.  
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Abb. 2. 8 Darstellung der Riboflavin- und Lichtapplikation am jungen Kaninchenauge. a) Skizze 
des gewölbten Adapterkopfes zur Bestrahlung der Sklera junger Kaninchen mit einer Lichtleistung 
von 15 mW/cm². Die Auflagefläche des Adapterkopfes wurde zentral partiell geschwärzt, um die 
zentral zu hohe Lichtleistung abzuschwächen. Eine vollständige Schwärzung wurde im Bereich der 
Korneaauflagefläche vorgenommen, um deren Bestrahlung zu verhindern. b) Riboflavinapplikation 
mit einer gekrümmten Kanüle. c) Blaulichtapplikation mit gewölbtem Applikatorkopf. p - posterior, 
a - anterior, t - temporal, n - nasal. 
 
Drei Flächen des äquatorialen Bereichs wurden um das gesamte Auge bestrahlt, um die 
Wirkung der Methode auf das Augenwachstum junger Kaninchen zu untersuchen. Eine 
Bestrahlungseinheit dauerte 20 Minuten. Die so verabreichte Energiemenge (1 J = 1 Ws) 
pro cm² ist in folgender Tabelle (Tab. 2. 7) wiedergegeben. 
 
Tab. 2. 7 Verabreichte Energie je cm² (Energiedosis, J/cm²) nach 20 minütiger Bestrahlung mit 
Blaulichtleistungen von 5 bis 650 mW/cm² (J = Ws). 
 
Lichtleistung 
[mW/cm²] 
5 15 40 80 150 200 400 650 
Gesamtenergiemenge 
[J/cm²] 
6 18 48 96 180 240 480 780 
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Vergleichs-Operation 
 
Kontrolltieren wurde an Stelle des Riboflavins isotonische Kochsalzlösung für 20 min 
appliziert. So konnte der alleinige Einfluss der Blaulichtbestrahlung auf das 
Augenwachstum untersucht werden. Der Einfluss des Riboflavins wurde untersucht indem 
kein Blaulicht appliziert wurde. Hierfür wurde wie zuvor beschrieben, Riboflavin 20 min in 
die Augenhöhle getropft und der Lichtadapter, wie in Punkt 2.2.2 dargestellt, für 20 min 
pro Areal an das Auge gesetzt. Jedoch wurde das Gerät nicht angeschaltet. Die Schein-
Operation wurde wie in Punkt 2.2.2 beschrieben durchgeführt, wobei Riboflavin mit 
isotonische Kochsalzlösung ersetzt wurde und die Blaulichtquelle nicht angeschaltet 
wurde, um den alleinigen Einfluss der Operation einzuschätzen. Alle anderen 
Maßnahmen wurden wie bei den anderen Versuchstieren durchgeführt.  
 
Verschluss des Operationssitus 
 
Die Fäden wurden behutsam unter den Muskeln hervorgezogen. Anschließend wurde die 
Bindehaut und die Lidnaht mit resorbierbaren Fäden verschlossen. Dem Kaninchen wurde 
Floxal® Augensalbe in den Konjunktivalsack appliziert, um die Wunde vor Entzündung 
und Austrocknung zu schützen. Zusätzlich wurde nach Abschluss des Eingriffes Novalgin 
i.m. als Schmerzvorbeugung injiziert (Novaminsulfon, 30 mg/kg, i.m.). Es wurde auf der 
linken Körperseite in eine Transportbox unter Kontrolle der Vitalparameter zurückgelegt 
und ins Experimentelle Zentrum zur weiteren Haltung und Betreuung transportiert.  
 
Postnarkotische Betreuung und Überlebenszeit 
 
Bis zur Abholung wurden die Tiere hinsichtlich ihrer Vitalparameter (Überprüfung der 
Atmung, Pupillenreflexe und Herzschlagfrequenz) untersucht. Je nach Versuch, wurden 
die Tiere direkt nach der Bestrahlung getötet oder nach Beendigung des Versuches im 
Medizinisch Experimentellen Zentrum der Universität Leipzig untergebracht. Hier wurde 
die tierärztliche Aufsicht gewährleistet. Die Überlebenszeiten betrugen 3 Wochen, 
6 Wochen, 9 Wochen, 12 Wochen und 24 Wochen. 
 
Euthanasie 
 
Das anästhesierte Tier wurde in Rückenlage mit dem Kopf weg vom Operateur auf dem 
OP-Tisch ausgerichtet. Mit 0,5 ml T61 wurde das Tier intrakardial euthanasiert. Mit Hilfe 
eines Stethoskops wurde die Herzschlagfrequenz überwacht, ob dieses nicht mehr 
schlägt. Die Reflexe wurden durch Drücken der Fußflächen kontrolliert. 
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2.2.3 Histologie 
 
Für die Bestimmung der Schadensschwelle wurden 74 Tiere histologisch untersucht. 
 
Präparation des Auges 
 
Die Augenlider wurden mit Hilfe einer Pinzette und Präparierschere entfernt. Die 
Bindehaut des Auges wurde angehoben und mit der Schere eingeschnitten, um das Auge 
freizulegen und zu entfernen. Muskel- und Bindegewebsreste wurden vom Auge entfernt. 
Mit einer Mikrometerschraube (Digitale Zahnweiten-Messschraube) wurden die axiale, 
horizontale und vertikale Länge des isolierten Auges bestimmt. An der Ora serrata des 
Auges wurde mit dem Skalpell ein Loch gestochen und mit der Schere entlang dieser die 
Kornea entfernt. Mit dem Skalpell (runde Klinge) wurde der Augenbecher horizontal 
geteilt. Die temporale Seite der oberen Hälfte (behandelte Stelle) des Augenbechers 
wurde frei präpariert und das Gewebestück mit dem Skalpell (runde Klinge) in der Mitte 
geteilt (Abb. 2. 9). Die Stücken wurden unterschiedlich fixiert und das restliche Gewebe 
zum Bespiel für die Rheologie oder andere Versuche verwendet.  
 
 
Abb. 2. 9 Skizze des Präparationsansatzes des Kaninchenauges. Die temporale Seite der oberen 
Augenhälfte wird für die zwei unterschiedlichen Fixierungen geteilt. s-superior, n-nasal, i-inferior, 
t-temporal. 
 
Fixierung 
 
Eine Hälfte des Gewebestücks wurde für die Immunhistochemie in 4 %igem 
Paraformaldehyd (PFA) in Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS, pH 7,4) 24 h 
fixiert. Für die Licht- und Elektronenmikroskopie wurde die zweite Hälfte in 4 %igem PFA 
plus 1 % Glutardialdehyd in PBS (pH 7,4) 24 h fixiert. Nach der Fixierung erfolgte 
mehrmaliges Waschen in PBS, Überführung in PBS mit 0,01 % Natrium-Azid, pH 7,4 und 
Lagerung bei 4 °C. 
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Licht- und Elektronenmikroskopie 
 
Die Einbettung und Herstellung der Schnittpräparate wurde von Frau Krenzlin (MTA des 
Paul-Flechsig-Instituts) vorgenommen. Die Aufnahme und Auswertung erfolgte durch Dr. 
Anett Karl. 
 
Einbettung in Epoxidharz 
 
Das fixierte Gewebestück wurde mit Hilfe des Skalpells (runde Klinge) in ca. 2 x 4 mm 
große Stücke geschnitten (Retina, Choriodea und Sklera). Die folgenden Schritte 
erfolgten, soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur, 22-23 °C). Die Präparate 
wurden für mehrere Stunden in PBS gewaschen und mit 1 %igem Osmiumtetroxid für 2 
Stunden nachfixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit Phosphatpuffer erfolgte die 
Dehydrierung in einer aufsteigenden Acetonreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 % und 100 %). 
Die 70 %ige Acetonlösung wurde zum Zwecke der en bloc-Kontrastierung mit 1 % 
Uranylacetat versetzt. Nach einer Inkubation über Nacht im Dunkeln, wurden die 
Präparate schrittweise in ein Epoxidharz (Durcupan™ ACM Fluka, Komponenten A, B, 
D) ─ Acetongemisch (1:3, 1:1, 3:1, jeweils 60 Minuten) überführt. In reinem, nicht 
aushärtendem Durcupan™ (Komponenten A, B, D) wurden die Präparate über Nacht 
inkubiert. Das nicht aushärtende Durcupan™ wurde dann bei 50 °C schrittweise durch 
aushärtendes Durcupan™ (Komponenten A, B, C und D) ersetzt. Jeweils ein Präparat 
wurde in eine 0,6 x 1,3 x 0,3 cm große mit aushärtendem Durcupan™ befüllte Form 
überführt und drei Tage bei 80 °C getrocknet.  
 
Herstellung von Toluidinblau-gefärbten semi-Dünnschnitten 
 
Mit einem Diamantmesser- Mikrotom (Reichert Ultracut S) wurden 0,5 µm -dicke 
semi-Dünnschnitte aus den in Epoxidharz eingebetteten Präparaten gefertigt. Diese 
wurden mit Toluidinblau (0,1 % phosphat-gepufferte Toluidinblau-Lösung) auf dem 
Objektträger (70° C Wärmeplatte) gefärbt und anschließend mit Kanadabalsam 
eingebettet. Die Schnitte wurden mit einem konventionellen Lichtmikroskop (Axioskop 20) 
mit C-Apochromat 40x/1,2 und einer Digitalkamera aufgenommen. Mit Hilfe von Adobe 
Photoshop CS2 wurden die Bilder aneinandergelegt. Die sklerale Dicke konnte mit dem 
Programm analySIS pro gemessen werden. 
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Herstellung von Ultradünnschnitten für die Elektronenmikroskopie 
 
Mit einem Diamantmesser - Mikrotom wurden 60 - 65 nm dicke Ultradünnschnitte aus den 
in Epoxidharz eingebetteten Präparaten hergestellt. Zwei bis drei dieser Schnitte wurden 
auf formvarbeschichtete Schlitzblenden (Ø 3.05 mm, Nickel, slot 2 mm x 1 mm) 
beziehungsweise Athene-Netzchen (Ø 3.05 mm, Nickel, 300 mesh thin bar) gelegt und 
mit dem Elektronenmikroskop (Zeiss EM 902 Omega) bei 80 kV mit 4000facher 
Vergrößerung aufgenommen. Digitale Bilder wurde mit einer 1k SSC-Kamera 
aufgenommen. 
 
Immunhistochemie 
 
Einbettung in Agarose  
 
Das in 4 % PFA fixierte Sklerastück und dessen korrespondierende Stelle vom linken 
Kontrollauge wurden in PBS (pH 7,4) gewaschen. Die Retina wurde vorsichtig mit einer 
gekrümmten 7er Pinzette von der Aderhaut und Sklera entfernt und in eine Petrischale mit 
PBS überführt. Agarose wurde in einem Becherglas 3 %ig mit PBS gemischt und in einer 
Mikrowelle bei 600 Watt erhitzt bis die Agarose sich gelöst hatte. Kleine beschriftete 
Einweg-Wägeschälchen wurden auf einen Kühlakku (-20 °C) gestellt. Die Agarose wurde 
in die Wägeschälchen gekippt und mit Hilfe eines Thermometers die Temperatur 
beobachtet. Zwischen 50 °C und 60 °C wurden die Retina-Stücke vorsichtig mit einer 
gekrümmten 7er Pinzette in die Agarose überführt und ausgerichtet. Während des 
Abkühlens wurden die Präparate immer wieder neu ausgerichtet, um einen gerades 
Schneiden am Vibratom zu ermöglichen. Nach Aushärten der Agarose, wurden die 
Proben im Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt. 
 
Vibratomschnitte 
 
Das Vibratom (Microm HM 650 V Vibration microtome) wurde entsprechend der 
Benutzungsangaben vorbereitet. Die Retina wurde in einem Blöckchen mit Hilfe einer 
Rasierklinge aus dem Wägeschälchen geschnitten. Damit die Retina im korrekten Winkel 
(90 °) zur eingefassten Rasierklinge des Vibratoms stand, wurde der Agaroseblock 
angepasst. Die Retina wurde in 30 µm dicke Proben geschnitten und anschließend mit 
einem Pinsel in eine 24 Well Platte in PBS überführt. Die Lagerung erfolgte im 
Kühlschrank bei 4 °C. 
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Antikörperinkubation 
 
Die 30 µm Schnitte der Retinae wurden in PBS mit 1 % DMSO (Dimethylsulfoxid) und 
0,3 % Triton X-100 überführt und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium mit Hilfe einer Glaspipette abgesaugt und die Schnitte 
mit 5 % Esel-Normal-Serum (3 mg/ml) in PBS mit 1 % DMSO und 0,3 % Triton X-100 
versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu 
vermeiden. Nach Entfernen des Mediums mit einer Glaspipette, wurden die Schnitte mit 
dem Primärantikörper anti-GFAP (7 µg/ml) und anti-Iba1 (1 µg/ml) in PBS mit 1 % DMSO 
und 0,3 % Triton X-100 versetzt und über Nacht bei 4° C inkubiert. Das Medium wurde 
abgesaugt und mit PBS mit 1 % DMSO und 0,3 % Triton X-100 ersetzt und durch 
mehrmaliges Wechseln über drei Stunden die überschüssigen Antikörper entfernt. Die 
Sekundärantikörper DaM-Cy2 (7,5 µg/ml) und DaRb-Cy3 (7 µg/ml) wurden PBS mit 1 % 
DMSO und 0,3 % Triton X-100 und Hoechst 33258 (10 µg/ml) für die Zellkernfärbung 
zugesetzt. Für 2 Stunden wurden die Schnitte bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
inkubiert. Anschließend wurden diese für eine Stunde auf dem Schüttler bei 
Raumtemperatur mit PBS gewaschen. 
 
Eindecken 
 
Die Schnitte wurden in Aqua dest. überführt und kurz inkubiert. Mit einem Pinsel wurden 
sie auf die beschrifteten Objektträger übertragen und ausgerichtet. Mit Eindeckmedium 
(Immu-Mount) wurden die Schnitte bedeckt und mit einem Deckgläschen (24 x 50 mm) 
luftblasenfrei eingedeckt. Nach Lagerung im Dunkeln für mindestens zwei Tage bei 
Raumtemperatur, wurden sie mit dem Laser Scanning Mikroskop LSM 510 Meta und dem 
Programmen Zeiss LSM 5 Image Examiner und Adobe® Photoshop® CS2 ausgewertet. 
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2.2.4 Magnetresonanztomographie (MRT) 
 
Die MRT-Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit Anja Penk, Institut für Medizinische 
Physik und Biophysik der Universität Leipzig, durchgeführt. Nach Euthanasie des 
Kaninchens wurden die Augen enukleiert. Nach Entfernung von Geweberesten der 
Bindehaut und Muskeln, wurde eine runde Halterung auf den Limbus geklebt (siehe 
Abb. 2. 10). Diese Konstruktion wurde mit der Halterung nach unten in ein großes 
Wägeschälchen geklebt und in Agar (2 % in PBS) mit 0,09 mM Magnevist® 
(Kontrastmittel) eingebettet. Die Halterung ist geöffnet, sodass der flüssige Agar auch 
unter das Auge fließen konnte. Daraus ergab sich, dass das Auge mit der Kornea nach 
unten fast vollständig mit Agar umhüllt wurde und so einen stabilen Halt und eine 
konstante Ausrichtung im MRT-Röhrchen (25 mm Durchmesser) erhielt und die 
Gewebefeuchtigkeit des Auges gewährleistet wurde. 
 
Abb. 2. 10 Schematische Darstellung der Proben-Präparation für die Untersuchung mittels 
Magnetresonanztomographie.  
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Die MRT Messungen wurden mit einem Bruker DRX 300 (7.1 T) Spektrometer mit 89 mm 
Bohrung, ausgestattet mit einer Mikroimaging Einheit (Bruker BioSpin GmbH, 
Rheinstetten, Deutschland) bei 288 K (15 °C) durchgeführt. Es wurde eine 
Birdcage-Spule mit 25 mm Durchmesser verwendet und die maximale Gradientenstärke 
betrug 0.73 T/m (Grenzen für Phasenkodierung sind ± 71 %). Als effektive Spektralbreite 
wurden 50 kHz verwendet. Mittels einer schnellen Spin-Echo-Sequenz (RARE, rapid 
acquisition with relaxation enhancement) wurden multiple Schnitte in verschiedenen 
Ebenen des Präparats aufgenommen, um die grundlegenden Achsen festzulegen. Zuerst 
wurde, wenn nötig, die fixierte axiale Ebene um kleine Neigungen korrigiert. Danach 
wurden, von dem axialen Schnitt mit der größten Ausdehnung ausgehend, die horizontale 
(entlang des größten Durchmessers) und die vertikale Ebene (senkrecht zu den beiden 
anderen) ausgerichtet. Ein finaler Übersichts-Scan wurde in allen drei Ebenen 
durchgeführt, um die Tiefe mit dem größten Durchmessers in alle Richtungen der Probe 
zu garantieren. Abschließend wurde ein hoch aufgelöster Scan mit 10 Schnitten in jeder 
Ebene durchgeführt (40 Akkumulationen, RARE-Faktor 4, effektive Echozeit 29,6 ms, 
Repetitionszeit von 2 s). Das Sichtfeld betrug 24 x 24 mm² mit einer Schichtdicke von 
300 µm. Dies entspricht einer Ebenenauflösung von 47 x 47 µm² (Matrixgröße 512 x 512). 
Um Veränderungen während des Messens zu erkennen, wurden die Übersichts-Scans 
wiederholt. Obwohl manchmal mikrostrukturelle Veränderungen im Auge zu beobachten 
waren, wurden solche nicht in der Augenform oder Sklera gefunden. Das Ausmessen der 
Augendimensionen wurde mit ImageJ durchgeführt. Hierfür wurde eine bilineare 
Interpolation mit einem Skalierungsfaktor von 4 verwendet. Die Augendimensionen in 
axialer, horizontaler und vertikaler Richtung wurden in den Schnitten mit der größten 
Ausdehnung bei einer Vergrößerung von 800 % bzw. 400 % durchgeführt. Jede Messung 
wurde fünfmal durchgeführt und gemittelt. 
 
 
2.2.5 Statistische Auswertung 
 
Für die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurden die Programme 
Microsoft® Office Excel 2003 und GraphPad PRISM™, Version 2.01 verwendet. 
Für die Auswertung der Tierversuche zum Augenwachstum wurde der zweiseitige 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann-Whitney-U-Test) verwendet. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Bestimmung der skleralen Riboflavindurchlässigkeit, 
Lichtdurchlässigkeit und Gewebedicke 
 
Zur Bestimmung der Operationsparameter „Dauer der initialen Riboflavinapplikation“ und 
„Lichtdurchlässigkeit der Sklera“ zur Einschätzung der Wirkungstiefe wurden 
physiologisch-physikalische Untersuchungen durchgeführt (Punkt 2.2.1). Hierfür wurde 
die Durchlässigkeit des skleralen Gewebes für Riboflavin in Abhängigkeit von der Zeit 
beobachtet. Um Aussagen über die Eindringtiefe des Blaulichts und somit dessen Einfluss 
auf die inneren sensitiven Schichten des Auges zu machen, wurde die Menge an Licht, 
die die Sklera durchdringt in Abhängigkeit von der Wellenlänge und der 
Riboflavininkubation untersucht. Hierfür wurde die Sklera von Kaninchen und 
Menschenaugen verwendet. Zusätzlich wurden diese Versuche auch an Makaken-, 
Schwein-, Schaf- und Rinderaugen durchgeführt. Die Erkenntnisse geben Informationen 
zu wichtigen Parametern der Operation und helfen das Kaninchen als Versuchstier 
einzuschätzen.  
 
Riboflavindurchlässigkeit der Sklera 
 
Ein wichtiger Faktor für die Verträglichkeit des operativen Eingriffs und dessen 
Wirksamkeit, ist die Durchdringungszeit des Riboflavins durch die Sklera. Diese scheint 
nicht nur von der Dicke des Gewebes abhängig zu sein und bedarf daher eines 
Vergleichs in unterschiedlichen Spezies. Mit Hilfe eines inversen Laser Scanning 
Mikroskops konnte die Innenseite der isolierten Sklera beobachtet werden. Auf die 
Außenseite der Sklera wurde das fluoreszierende Riboflavin appliziert. Bei Erreichen der 
skleralen Innenseite, konnte das Riboflavin und dessen mengenmäßige Zunahme als 
Anstieg der Fluoreszenz detektiert werden. Der Versuchsaufbau ist ausführlich in 
Punkt 2.2.1 dargestellt. So konnte die Kinetik der Riboflavinpermeation (Durchdringung) 
durch die Sklera visualisiert und bewertet werden. Die maximale Dauer ist in Abb. 3. 1 
dargestellt. Die Ergebnisse können Auskunft über die ideale Dauer der initialen 
Riboflavinapplikation geben und somit die Operationsmethode noch besser 
charakterisieren. Die relative Fluoreszenzintensität wurde durch Analyse des 
Helligkeitswertes in der Bildfolge mit CorelPHOTO-PAINT® 11 ermittelt. Die 
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Eigenfluoreszenz des skleralen Gewebes wurde subtrahiert und die maximale 
Fluoreszenz 100 % gesetzt. Die reine Durchdringungsdauer des Riboflavins durch die 
Sklera betrug im Kaninchen 2’ 23“ (SD ± 15“), im Makaken 30“ (SD ± 0“), im Menschen 
6’ 50“ (SD ± 4’ 32“), im Schwein 4’ 10“ (SD ± 35“), im Schaf 5’ 40“ (SD ± 1’ 11“) und im 
Rind 24’ 10“ (SD ± 12’ 30“). Diese Zeit gibt an, wie lange das Riboflavin mindestens 
braucht, um die Sklera zu durchqueren.  
In Abb. 3. 1 ist gezeigt, wie viel Zeit die 100%ige Riboflavinsättigung der Sklerae 
verschiedener Spezies benötigt. 
 
 
Abb. 3. 1 Dauer der Riboflavinsättigung der Sklera von Kaninchen, Makake, Mensch, Schwein, 
Schaf und Rind. Verwendet wurden frisch isolierte Skleren mit Ausnahme des humanen Materials 
(bei -20° C aufbewahrt). Gemessen wurde die Zunahme der Fluoreszenz auf der Innenseite der 
Sklera. Das Riboflavin wurde mit 488 nm angeregt. Die Eigenfluoreszenz des skleralen Gewebes 
wurde subtrahiert und die Sättigung 100 % gesetzt. Die Sättigung wurde am schnellsten in 
Kaninchen- und Makakensklera erreicht. Die meiste Zeit benötigte die Riboflavinsättigung in der 
Rindersklera. Die Versuche wurden jeweils an drei Skleren (Kaninchen n=4) durchgeführt und die 
Ergebnisse gemittelt. Die Standardabweichung wird als Fehlerbalken dargestellt.  
 
Hierbei ergab sich für das Kaninchen ein Mittelwert von 10’ 45“ (SD ± 2’ 15“), für den 
Makaken 4’ 50“ (SD ± 1’ 40“) und für den Menschen im Mittel 40’ (SD ± 12’ 17“). In den 
untersuchten Großtiersklerae benötigte die vollständige sklerale Sättigung mit Riboflavin 
im Schwein 15’ 40“ (SD ± 5’ 21“), im Schaf 37’ (SD ± 3’) und im Rind 67’ (SD ± 14’ 44“). 
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Abb. 3. 2 Korrelation der Riboflavinsättigungsdauer zur Skleradicke. Die Dauer (Mittelwerte jeder 
Spezies: n=3, Kaninchen n=4) der Riboflavinsättigung wurde an Skleren unterschiedlicher Spezies 
(Kaninchen, Makake, Mensch, Schwein, Schaf und Rind) untersucht und zu deren skleraler 
Gewebedicke aufgetragen.  
 
Bei der Gegenüberstellung der Riboflavinsättigungsdauer und der skleralen Gewebedicke 
ergab sich eine direkte lineare Abhängigkeit. Je dicker die Sklera, desto länger benötigte 
die Riboflavinsättigung. Jedoch scheint es auch andere strukturelle Einflussgrößen zu 
geben. Obwohl zum Beispiel die äquatoriale Sklera von Mensch und Schwein fast gleich 
dick ist, benötigte die Sättigung der Schweinesklera mit Riboflavin doppelt so lange. 
 
Im Kaninchen-Tiermodell ist die initiale Riboflavineinwirkzeit von 20 Minuten 
ausreichend, um die gesamte Sklera zu sättigen. Bei einer Adaption des 
Therapieansatzes auf den Menschen (mit der gleichen Riboflavinlösung) sollte die 
Einwirkzeit jedoch erhöht werden. Die Riboflavinsättigungsdauer ist direkt von der 
skleralen Gewebedicke abhängig, wird jedoch auch von anderen strukturellen 
Eigenschaften beeinflusst. 
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Lichtdurchlässigkeit der Sklera 
 
Die Menge an Blaulicht, die in die Sklera eindringt, ist von Bedeutung für die Effektivität 
des skleralen Cross-Linkings. Zeitgleich stellt sie eine Bedrohung für die sensitiven 
inneren Zellschichten wie Retina, Choroid und RPE dar, da das Blaulicht zellschädigend 
ist. Um beide Faktoren einzuschätzen, wurde Licht von 350 bis 750 nm auf die Sklera 
appliziert und die resultierende Lichtmenge an der Innenseite des Gewebes in Prozent 
der Ausgangslichtmenge gemessen. In Abb. 3. 3 wird die Lichtdurchlässigkeit 
(Transmission) der Kaninchen- und Menschensklera verglichen.  
 
Abb. 3. 3 Einfluss des Riboflavins auf die Lichttransmission der Sklera von albinotischen 
Kaninchen (a) und Mensch (b) in Abhängigkeit von der Wellenlänge des Lichts (350 bis 750 nm). 
durchgängige Linie: unbehandelt, gestrichelte Linie: 20minütige Riboflavininkubation. Die Menge 
an Licht, die die Sklera durchdringt, wurde in Prozent der Ausgangslichtmenge gemessen und 
gemittelt (Kaninchen n=3, Mensch n=4). Je langwelliger das Licht, desto mehr Licht durchdrang die 
Sklera. Im Blaulichtbereich (420 – 480 nm) reduzierte die vorangegangene Riboflavininkubation die 
Lichtmenge auf unter 0,1 %.  
  
Sowohl im Kaninchen als auch im Menschen durchdrang nur eine geringe Menge an Licht 
die gesamte Sklera. Bei der längsten Wellenlänge von 750 nm betrug die skelrale 
Lichtdurchlässigkeit beim Kaninchen circa 1,4 % und beim Menschen 2 %. Für das 
Cross-Linking im Tiermodell wurde der Blaulicht-Applikator „bluephase 16i“ verwendet, 
der ein Emissionsspektrum von 400 bis 500 nm besitzt (Punkt 2.2.2, Abb. 2. 6). In diesem 
Bereich konnte der Einfluss des Riboflavins am deutlichsten gesehen werden. Hier führte 
das Riboflavin zur Reduktion der Lichtmenge, da es ein Absorptionsmaximum bei 447 nm 
aufweist. Zur besseren Darstellung wird im folgenden Diagramm (Abb. 3. 4) die 
Lichttransmission bei einer Wellenlänge von 450 nm (Emissionsmaximum des Blaulicht-
Applikators) in der unbehandelten und Riboflavin-inkubierten Sklera verschiedener 
Spezies dargestellt. 
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Abb. 3. 4 Darstellung der Lichttransmission [%] durch die native und Riboflavin-inkubierte (20 min) 
Sklera unterschiedlicher Spezies bei einer Wellenlänge von 450 nm. Die betrachtete Wellenlänge 
entspricht der des Emissionsmaximums des Blaulicht-Applikators „bluephase 16i“ (Abb. 2. 6). 
grau: ohne Riboflavin, schwarz: mit Riboflavin. Alle Spezies n = 3 (außer Mensch n = 4). Die Sklera 
aller Spezies reduzierte die Lichtmenge unter 2 % des Ausgangswertes. Eine vorangegangene 
Riboflavininkubation verringerte die Lichtmenge in allen Spezies auf unter 0,2 %. Die 
Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt. 
 
Im Kaninchen lag die Lichtdurchlässigkeit bei 450 nm durch die native Sklera bei 0,38 % 
(SD ± 0,075). Nach Inkubation mit Riboflavin bei 0,06 % (SD ± 0,01). Die Lichtmenge 
durch die Makakensklera betrug ohne Riboflavin 1,3 % (SD ± 0,46) und mit Riboflavin 
0,11 % (SD ± 0,01). Die humane Sklera ließ ohne Riboflavin 0,28 % (SD ± 0,09) und mit 
Riboflavin 0,11% (SD ± 0,02) Licht hindurch. Durch die Schweinesklera betrug die 
Lichtmenge ohne Riboflavin 0,24 % (SD ± 0,089) und mit Riboflavin 0,09 % (SD ± 0,01). 
Im Schaf betrug die Lichtdurchlässigkeit ohne Riboflavin 0,23 % (SD ± 0,101) und mit 
Riboflavin 0,03 % (SD ± 0,026). Die Sklera des Rinds wies die geringste 
Lichtdurchlässigkeit auf. Hier erreichten ohne Riboflavin 0,04 % (SD ± 0,04) und mit 
Riboflavin 0,01 % (SD ± 0,0) des Lichts die innere Skleraseite.  
Die Absorption und Reflektion des skleralen Gewebes ist somit in allen Spezies sehr 
hoch. Das Riboflavin reduziert die Lichtmenge, die die Sklera durchdringt, zusätzlich um 
circa mindestens ein Drittel. 
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Abb. 3. 5 Korrelation der Lichtdurchlässigkeit zur Skleradicke ohne vorangegangene 
Riboflavinapplikation. Die transsklerale Lichtmenge (Mittelwerte jeder Spezies: n=3, Mensch n=4) 
wurde an Skleren unterschiedlicher Spezies (Kaninchen, Makake, Mensch, Schwein, Schaf und 
Rind) untersucht und zu deren skleraler Gewebedicke aufgetragen.  
 
Bei der Gegenüberstellung der transskleralen Lichtmenge (ohne vorangegangene 
Riboflavinapplikation) und der skleralen Gewebedicke ergab sich eine indirekte 
exponentielle Abhängigkeit. Bis zu einer skleralen Dicke von 200 µm nimmt die 
Lichtmenge rapide mit steigender Gewebedicke ab. Ist die Sklera dicker als 200 µm, 
nimmt die Lichtmenge nur noch leicht bei steigender Gewebedicke ab. 
 
Die Lichtmenge, die die Sklera durchdringt, liegt bei allen untersuchten Spezies 
unter 1 % (Makake unter 1,4 %) und wird zusätzlich durch die Applikation von 
Riboflavin noch weiter reduziert. Es ist davon auszugehen, dass die Lichtmenge 
nur in der äußeren Sklera für ein erfolgreiches Cross-Linking ausreicht. Jedoch 
zeigt diese Tatsache, dass ein Schaden durch eine zu große Lichtmenge nur bei 
Anwendung hoher Lichtleistungen wahrscheinlich ist. 
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Die sklerale Dicke 
 
Um die Ergebnisse zu interpretieren, wurde in semi-Dünnschnitten (Punkt 2.2.3) die 
sklerale Dicke in den lichtmikroskopischen Bildern gemessen und in folgender Tabelle 
(Tab. 3. 2) für alle Spezies aufgetragen. 
 
Tab. 3. 1 Dicke der äquatorialen und posterioren Sklera von Kaninchen, Makake, Mensch, 
Schwein, Schaf und Rind. Die Daten wurden aus semi-Dünnschnitten jeweils eines Tiers erhoben. 
 
 
sklerale Dicke [µm] 
Kaninchen Makake Mensch Schwein Schaf Rind 
äquatorial 187 88 407 394 787 597 
posterior 296 251 788 449 1889 1486 
Ratio 1,6 2,9 1,9 1,1 2,4 2,5 
 
Für die Erhebung der Riboflavinpenetrationsdauer und Lichttransmission wurde der 
äquatoriale Teil der Sklera verwendet. Zusätzlich wurde die posteriore Dicke gemessen, 
um strukturelle Unterschiede der Augen darzustellen. Der Makake wies die geringste und 
das Schaf die größte sklerale Dicke auf. Trotz der unterschiedlichen Gewebestärke, 
konnten in Kaninchen, Mensch, Schwein und Schaf sehr ähnliche Lichtmengen die Sklera 
durchdringen. Die Sklera bietet somit ausreichend Lichtschutz. 
Die Riboflavinpenetrationszeiten waren hingegen sehr von der skleralen Dicke abhängig. 
Der Vergleich der Riboflavinpenetrationszeiten von Schaf und Rind (Abb. 3. 1) zeigte 
jedoch, dass hier nicht nur die Gewebedicke entscheidend war. 
 
Die Dauer der skleralen Riboflavindurchdringung und die sklerale 
Lichtdurchlässigkeit sind in erster Linie von der Dicke der Sklera abhängig.  
Ergebnisse 
56 
 
3.2 Bestimmung der Schadensschwelle 
 
3.2.1 Lichtmikroskopische Untersuchung 
 
Zur Betrachtung der betroffenen Gewebe wurden Toluidinblau-gefärbte 
semi-Dünnschnitte von adulten und jungen behandelten Kaninchen (Punkt 2.2.3) 
angefertigt. Die Schadensschwelle gibt an, bei welcher angewandten Blaulichtleistung 
Schäden in Form von zellulärer Degeneration, Zelltod oder massiven schädlichen 
Veränderungen auftreten. Entscheidend für die Bestimmung der Schadensschwelle 
hierbei war die Erscheinung der Retina, des Choroids und der Sklera. Abb. 3. 6 zeigt die 
betroffenen Gewebe eines Auges, welches mit Riboflavin und einer Lichtleistung von 
400 mW/cm² behandelt wurde im Vergleich zum korrespondierenden unbehandelten 
Kontrollauge. 
 
Abb. 3. 6 Toluidinblau-gefärbte semi-Dünnschnitte von Retina, Choroid und Sklera des 
behandelten und Kontrollauges eines pigmentierten adulten Kaninchens. a) Kontrollauge. 
Pfeilkopf: Blutgefäße im Choroid. b) Mit Riboflavin und Blaulicht (400 mW/cm²) behandeltes Auge. 
Die typische Schichtung des retinalen Gewebes war nicht mehr vorhanden und in der Dicke 
reduziert (Zellverlust). Die Aderhaut erschien ungeordnet und von pigmentierten Verklumpungen 
durchzogen. Pfeil: pigmentierte Akkumulationen, Ret: Retina, Cho: Choroid, LF: Lamina fusca 
sclerae, Skl: Sklera, Messbalken: 50 µm. 
 
Der direkte Vergleich der beiden Präparate zeigte deutliche Unterschiede in der 
Erscheinung von Retina, Choroid und Sklera. Die Integrität der Retina in Abb. 3. 6b war 
zerstört. Es waren keine Zellschichten zu erkennen, wie sie Abb. 3. 6a zu unterscheiden 
waren. Der Übergang vom Choroid zur Retina war nicht mehr deutlich zu sehen und es 
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waren pigmentierte Akkumulationen vorhanden. Blutgefäße, wie in der Kontrolle 
Abb. 3. 6a (Pfeilkopf), waren nicht mehr zu identifizieren. Die Sklera wirkte aufgelockert.  
 
In Abb. 3. 7 zeigen pathologische Auffälligkeiten, die als Kriterium für die Festlegung der 
Schadensschwelle herangezogen wurden. Hierbei wurde nicht nur darauf geachtet, dass 
die Integrität der Retina erhalten blieb, sondern auch wie das Choroid und die Sklera 
erschienen. In der Abbildung handelte es sich um Gewebe von Kaninchen, die mit 
400 und 650 mW/cm² behandelt wurden. 
 
Abb. 3. 7 Toluidinblau-gefärbte semi-Dünnschnitte von Retina, Choroid und Sklera behandelter 
pigmentierter adulter Kaninchen. a) Histologie eines mit Riboflavin und Blaulicht (650 mW/cm²) 
behandelten Auges. In der Retina war keine Schichtung zu erkennen. Pfeil: Pigmentgranula in der 
Retina. Stern: Melanozyten in der Aderhaut mit verklumpten Melaningranula. b) Histologie der 
Sklera und Lamina fusca sclerae eines mit Riboflavin und Blaulicht (650 mW/cm²) behandelten 
Auges. Stern: Melanozyten mit verklumpten Melaningranula. Die Kollagenbündel waren 
unregelmäßig angeordnet und zeigten gelockerte Zwischenräume zwischen den Bündeln. 
Pfeilkopf: verdickter Fortsatz eines skleralen Fibroblasten. Ret: Retina, BM: Bruchsche Membran, 
Cho: Choroid, LF: Lamina fusca sclerae, Skl: Sklera, Messbalken: 20 µm. 
 
Abb. 3. 7a zeigt eine Retina, die auf ca. 40 µm Dicke geschrumpft war und keine 
Schichtung mehr aufwies. Die Retina ist vollständig degeneriert und besteht nur noch aus 
ungeordneten zellulären Membranen. Um hier die Retina vom Choroid unterscheiden zu 
können, wurde die Bruchsche Membran herangezogen. Sie verläuft zwischen dem RPE 
und dem Choroid. Pigmentierte Verklumpungen wurden sowohl in der Retina als auch in 
den Melanozyten des Choroids gefunden. In Abb. 3. 7b ist ein Ausschnitt der Sklera 
gezeigt. Sie erschien nach einer Behandlung mit hoher Lichtleistung ungeordnet und 
aufgelockert. Es wurden verdickte Fortsätze von Fibroblasten und pigmentierte 
Verklumpungen von Melanozyten gefunden. Vereinzelte Kollagenbündel erschienen 
aufgelöst. 
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Neben den Kriterien aus Abb. 3. 7 wurden in Einzelfällen folgende histologische 
Veränderungen gefunden. Hierbei handelte es sich um Tiere aus ersten 
Therapieversuchen. Während dieser wurde die Operationsmethode getestet und 
verbessert. Solche Komplikationen wurden in späteren Versuchen nicht beobachtet. 
 
Abb. 3. 8 Toluidinblau-gefärbte semi-Dünnschnitte von Retina, Choroid und Sklera behandelter 
pigmentierter junger Kaninchen. Gezeigt sind Komplikationen, die in Einzelfällen gefunden 
wurden. a) Ausschnitt eines mit Riboflavin und Blaulicht (650 mW/cm²) behandelten Auges. Zu 
sehen war eine Zellproliferation im Subretinalraum (Pfeil). b) Histologie eines mit Riboflavin und 
Blaulicht (15 mW/cm²) behandelten Auges. Pfeilkopf: Melaningranulaverklumpung im Bereich der 
Zellen des retinalen Pigmentepithels. c) Histologie eines mit Riboflavin und Blaulicht (15 mW/cm²) 
behandelten Auges. Stern: Einblutung und Melaningranulaverklumpung im Subretinalraum. Ret: 
Retina, Cho: Choroid, Skl: Sklera, Messbalken: 50 µm. 
 
Alle drei Abbildungen zeigen Komplikationen, die zu einer Netzhautablösung führen 
können. In Abb. 3. 8a ist eine Proliferation von Zellen im Subretinalraum zu sehen, was zu 
einer Aufwölbung der Retina führte. Die äußeren Schichten der Retina lösen sich auf. In 
Abb. 3. 8b hebt eine Anhäufung von pigmentierten Verklumpungen die Retina von der 
Bruchschen Membran ab. In Abb. 3. 8c kommt es zur Ablösung der Retina durch eine 
Einblutung in den subretinalen Raum. Deutlich sind dort pigmentierte Verklumpungen zu 
erkennen. 
Es ist davon auszugehen, dass diese Veränderungen durch einen ungeeigneten 
Lichtapplikator beziehungsweise durch eine suboptimale Operationstechnik entstanden, 
da solche Veränderungen nach Durchführung des optimierten Prozederes nicht mehr 
auftraten.  
Die Ergebnisse zur Beurteilung der Schadensschwelle sind in den Tab. 3. 2 und Tab. 3. 3 
dargestellt. Zur Einordnung des Schadens wurden pigmentierte von albinotischen 
Kaninchen unterschieden, da es bei der progressiven Myopie häufig zur Depigmentierung 
der Retina kommen kann. 
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Schäden wurden nach den obenstehenden Kriterien charakterisiert und in den Tabellen 
getrennt voneinander nach Vorkommen in Retina, Choroid und Sklera betrachtet. Hierbei 
ist zu beachten, dass wenn nur eines der Versuchstiere einer Versuchsgruppe 
Auffälligkeiten oder Schäden zeigte, wurden diese in der Tabelle vermerkt und das 
Ergebnis als allgemeingültig für die jeweilige Gruppe angesehen. Kleinere Auffälligkeiten, 
wie aktivierte Fibroblasten in der Sklera oder vermehrte Kollagenmenge in der Aderhaut, 
wurden hier mit einem Punkt (•) markiert. Zelluläre Degeneration, Zelltod oder massive 
schädliche Veränderungen wurden als Schadenschwelle definiert und dunkelrot markiert. 
 
Festlegung der Schadensschwelle 
 
In jungen Kaninchen war in der Empfindlichkeit auf hohe Lichtleistungen ein Unterschied 
zwischen pigmentierten und albinotischen Kaninchen zu sehen. Die Schadensschwelle in 
pigmentierten Kaninchen lag zwischen 400 und 650 mW/cm². Bei einer Behandlung bis 
650 mW/cm² Blaulicht wurden in albinotischen Kaninchen keine Anzeichen auf Schäden 
gefunden. Vereinzelt kam es zu morphologischen Auffälligkeiten, jedoch ohne 
Vorhandensein von Schäden. 
 
 
Tab. 3. 2 Festlegung der Schadensschwelle junger Kaninchenaugen (Lichtmikroskopie). 
Schäden in Retina, Choroid und Sklera im Sinne von Zelldegeneration, Zelltod und/ oder massive 
Gewebeschäden wurden getrennt betrachtet: – nicht vorhanden, + vorhanden. Auffälligkeiten, wie 
Zellaktivierung und –reaktivität ohne offensichtliche Anzeichen von Zelldegeneration oder 
Gewebeschaden, wurden mit einem Punkt (•) markiert. Zur Veranschaulichung wurde die 
Schadensschwelle durch farbliche Untermalung visualisiert. grün: kein Schaden, rot: Schaden, 
n=33. 
Lichtleistung [mW/cm²] 
15 40 80 150 200 400 650 
jung/ pigmentiert -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/• -/•/• +/-/• 
jung/ pigmentiert 
(nur Licht) 
-/-/- -/-/-  -/-/- -/-/- +/•/• -/-/- 
jung/ albino -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/• -/-/- -/-/- 
jung/ albino 
(nur Licht) 
   -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- 
Retina / Choroid / Sklera 
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Die Schadensschwelle in adulten Kaninchen nach Riboflavin/Blaulicht-Anwendung 
konnte unabhängig von der Pigmentierung zwischen 200 und 400 mW/cm² festgelegt 
werden. Hohe Lichtleistungen führten immer zu einer Kombination aus Schäden in allen 
betrachteten Geweben. Die Vergleichs-Operationen ohne Riboflavin konnten zeigen, dass 
im adulten pigmentierten Kaninchen Schäden bereits nach der Applikation von 
150 mW/cm² Blaulichtleistung auftraten (eines von zwei Tieren). Albino-Tiere hingegen 
zeigten keine höhere Empfindlichkeit gegenüber höherer Blaulichtleistung ohne vorherige 
Riboflavinapplikation im Vergleich zur vollen Behandlung.  
 
 
Tab. 3. 3 Festlegung der Schadensschwelle adulter Kaninchenaugen (Lichtmikroskopie). 
Schäden in Retina, Choroid und Sklera im Sinne von Zelldegeneration, Zelltod und/ oder massive 
Gewebeschäden wurden getrennt betrachtet: – nicht vorhanden, + vorhanden. Auffälligkeiten, wie 
Zellaktivierung und –reaktivität ohne offensichtliche Anzeichen von Zelldegeneration oder 
Gewebeschäden, wurden mit einem Punkt (•) markiert. Zur Veranschaulichung wurde die 
Schadensschwelle durch farbliche Untermalung visualisiert. grün: kein Schaden, rot: Schaden, 
n=31. 
Lichtleistung [mW/cm²] 
15 40 80 150 200 400 650 
adult/ pigmentiert     -/-/- +/+/+ +/+/+ 
adult/ pigmentiert 
(nur Licht) 
  -/-/- +/+/+ -/•/• +/+/+  
adult/ albino -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- +/+/+ +/+/+ 
adult/ albino 
(nur Licht) 
  -/-/- -/-/- -/-/- +/-/-  
Retina / Choroid / Sklera 
 
Aus den lichtmikroskopischen Untersuchungen geht hervor, dass strukturelle 
Schäden im Sinne zellulärer Degeneration, Zelltod oder massiver schädlicher 
Gewebeveränderung in jungen Kaninchen erst nach Anwendung einer sehr hohen 
Blaulichtleistung (650 mW/cm²) auftraten. Junge albinotische Kaninchen zeigten 
keinerlei pathologische Reaktion auf die Behandlung. Somit wurde die 
Schadensschwelle für junge Kaninchen zwischen 400 und 650 mW/cm² gesetzt. Die 
Schadensschwelle in adulten Kaninchen wurde zwischen 200 und 400 mW/cm² 
festgelegt. Hier gab es keinen Unterschied in der Empfindlichkeit zwischen 
pigmentierten und albinotischen Tieren. Ausnahme war hier die Applikation von 
Blaulicht ohne vorangegangene Riboflavinapplikation, wobei adulte pigmentierte 
Kaninchen empfindlicher als albinotische reagierten. 
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3.2.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung 
 
Um die Prozesse in der Sklera nach Behandlung mit Riboflavin und einer Lichtleistung 
von 200, 400 und 650 mW/cm² genauer zu betrachten, wurden elektronenmikroskopische 
Aufnahmen angefertigt (Punkt 2.2.3). In folgender Abbildung (Abb. 3. 9) sind 
verschiedene Gewebeveränderungen beispielhaft aufgezeigt. 
 
Abb. 3. 9 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Sklera eines adulten albinotischen 
Kaninchens, das mit Riboflavin und einer Lichtleistung von 650 mW/cm² behandelt wurde. 
a) Sklera des unbehandelten Kontrollauges. Die Kollagenbündel erschienen gleichmäßig. Es 
waren Fibroblasten (F) mit dünnen und langen Fortsätzen zu sehen, die parallel zur skleralen 
Oberfläche verliefen. b) Ausschnitt aus der Sklera eines behandelten Auges (Riboflavin und 
650 mW/cm² Blaulicht). Die Kollagenbündel erschienen ungeordnet. Die Fortsätze der Fibroblasten 
(F) waren vergrößert und orientierten sich auch vertikal zur skleralen Oberfläche. c) Die 
Kollagenbündel erschienen ungeordnet. In der Nähe eines Blutgefäßes waren vereinzelte 
Erythrozyten (E, Pfeil) zwischen den Bündeln zu finden, welche auf eine Einblutung hindeuteten. 
Fibroblastenfortsätze (F) schienen vergrößert und vertikal zur skleralen Oberfläche orientiert. 
Makrophagen-ähnliche Zellen (M) waren in der Nähe der Erythrozyten zu sehen. d) Vergrößerter 
Ausschnitt eines Kollagenfibrillenbündels eines unbehandelten Auges aus Abb. 3. 9a. Die Fibrillen 
innerhalb eines Bündels lagen gleichmäßig verteilt und in vertikaler Richtung orientiert. Die meisten 
Fibrillen wiesen einen ähnlichen Durchmesser auf. Ein Fibroblastenfortsatz (F) lagen zwischen 
zwei Kollagenbündeln. e) Vergrößerter Ausschnitt eines Kollagenbündels aus Abb. 3. 9c. Die 
Fibrillen hatten unterschiedliche Durchmesser. Ein großer Anteil der Fibrillen war sehr klein 
(Pfeilkopf). In direkter Nähe fand man eine makrophagen-ähnliche Zelle (M) und einen verdickten 
Fibroblastenfortsatz (F). Messbalken in a-c 10 µm, Messbalken in d und e 1 µm. 
 
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten diverse Reaktionen des 
Gewebes auf eine Behandlung mit einer zu hohen Blaulichtleistung zeigen. Wie bereits in 
den lichtmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 3. 7b) gesehen werden konnte, ging die 
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geordnete Struktur des kollagenösen Gewebes verloren. Die Kollagenbündel erschienen 
irregulär und ungleichmäßig (Abb. 3. 9b und c). Die skleralen Fibroblasten (F) veränderten 
ihre Morphologie indem sich ihre Fortsätze verdickten und sich anders orientierten als die 
dünnen, zur skleralen Oberfläche parallel verlaufenden Fortsätze in der unbehandelten 
Kontrollsklera. In der Nähe eines Blutgefäßes konnten vereinzelte Erythrozyten (E) 
gefunden werden, welche auf eine Einblutung schließen ließen (Abb. 3. 9c, Pfeil). Zudem 
konnte man Makrophagen-ähnliche Zellen (M) finden, die aktiviert erschienen. In der 
unbehandelten Sklera war deutlich zu erkennen, dass die Kollagenfibrillen eines Bündels 
sehr homolog in eine Richtung verliefen und sich von ihrem Durchmesser nur gering 
unterschieden (Abb. 3. 9d). In der Sklera nach Behandlung mit Riboflavin und einer 
Blaulichtleistung von 650 mW/cm², waren viele kleine Kollagenfibrillen (Abb. 3. 9e, 
Pfeilkopf) zwischen großen Fibrillen zu erkennen.  
 
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten zeigen, dass nach Applikation 
der höchsten Lichtleistung von 650 mW/cm² immunologische und metabolische 
Reaktionen im skleralen Gewebe abliefen (Vorkommen aktivierter makrophagen 
ähnlicher Zellen, aktivierte Fibroblasten). Zudem erschien die Kollagenstruktur 
verändert. 
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3.2.3 Immunhistochemische Untersuchung 
 
Für die Untersuchung einer Methode, welche in Zukunft am Menschen eingesetzt werden 
soll, ist es von Nöten, die Schädlichkeit der Therapie zu untersuchen. Die 
Schadensschwelle charakterisiert die Blaulichtleistung, die nach skleraler Applikation zu 
schädlichen Gewebeveränderungen führt und als Schadensschwelle definiert wird. Eine 
alleinige Aktivierung von Mikroglia- und Makrogliazellen wurde nicht als 
Schadensschwelle definiert, da die Reaktion reversibel sein kann und nicht immer eine 
unbedingte Degeneration von Zellen anzeigt beziehungsweise damit verbunden ist 
(Ulbricht 2013). 
Es wurden immunhistochemische Färbungen der Retina behandelter Augen mit deren 
Kontrollen von 68 Tieren verglichen. Hauptaugenmerk lag auf den Mikro- und 
Makrogliazellen der Netzhaut und ob neuronale Degeneration (Zellverlust) auftrat. Die 
Mikrogliazellen sind die Immunzellen des zentralen Nervensystems und somit auch in der 
Netzhaut zu finden. Werden diese durch pathologische Reize aktiviert, verändert sich 
deren Erscheinungsbild durch Vergrößerung der Zellsomata und Veränderung der 
Zellfortsätze (Verzweigung und amöboider Charakter). Man findet sie in 
Netzhautschichten, in denen sie im gesunden Gewebe nicht zu finden sind (beim 
Kaninchen im gesunden Zustand nur in der Nervenfaserschicht und Inneren Plexiformen 
Schicht zu finden). Sie werden mit dem Antikörper Iba1 detektiert. Die Makrogliazellen der 
Netzhaut sind die sogenannten Müllerzellen. Sie sind die einzigen Makrogliazellen in der 
Kaninchenretina, da sie eine avaskuläre Netzhaut besitzen. Bei Verletzungen der Retina 
kommt es zur Aktivierung der Müllerzellen und zur Expression bestimmter Proteine, wie 
dem glialen fibrillären aziden Protein (GFAP). Neurodegeneration beschreibt den 
strukturellen und funktionalen Verlust an Neuronen, wie z.B. den Photorezeptoren. Gehen 
diese verloren, kann mit dem betroffenen Areal keine visuelle Information mehr verarbeitet 
werden. 
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Folgende Abbildung (Abb. 3. 10) zeigt eine degenerierte Retina im Vergleich zur 
Kontrolle. 
 
Abb. 3. 10 Immunhistochemie der Retina eines behandelten jungen albinotischen Kaninchens. 
Das drei Wochen alte Kaninchen wurde mit Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 650 mW/cm² 
behandelt. a) linkes unbehandeltes Auge zur Kontrolle. Die retinalen Schichten waren gut zu 
erkennen, die Mikrogliazellen erschienen unauffällig in den inneren Schichten der Netzhaut. Keine 
Müllerzelle war GFAP-positiv. b) rechtes behandeltes Auge. Die Retina erschien nur halb so dick, 
wie die Kontrollretina. Die Zellschichten waren nicht mehr eindeutig abzugrenzen, es waren keine 
Photorezeptorsegmente erkennbar und die Mikrogliazellen waren aktiviert. Zudem war jede 
Müllerzelle GFAP-positiv. Verwendete Antikörper: anti-GFAP (grün) und anti-Iba1 (rot). 
Kernfärbung mittels Hoechst 33258 (blau). GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere Plexiforme 
Schicht, INL: Innere Nukleäre Schicht, OPL: Äußere Plexiforme Schicht, ONL: Äußere Nukleäre 
Schicht, PRL: Photorezeptorzellschicht, Messbalken: 20 µm. 
 
In Abb. 3. 10b ist zu sehen, dass die Integrität der retinalen Schichten nach einer 
Behandlung mit 650 mW/cm² Blaulicht verloren gegangen war. Die Retina war deutlich 
dünner als die Kontrollretina (Abb. 3. 10a). Es waren keine Photorezeptoren mehr 
vorhanden. Die Zellkerne der Äußeren Nukleären Schicht erschienen aufgelockert und 
unorganisiert. Die Müllerzellen exprimierten GFAP; die Mikrogliazellen waren vergrößert 
und in der Äußeren Nukleären Schicht zu finden. In der Kontrolle (Abb. 3. 10b) waren 
keine GFAP-positiven Müllerzellen zu beochachten, die Mikrogliazellen waren klein und 
weit verzweigt. Die Schichten waren organisiert und die Photorezeptoren vorhanden.  
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In Abb. 3. 11 sind Beispiele immunhistochemischer Aufnahmen gezeigt, die die zellulären 
Veränderungen darstellen, welche durch die Behandlung mit zu hohen Lichtleistungen 
entstehen. Die Schadensschwelle stellt die Menge an Lichtleistung dar, die zu massiven 
Gewebeveränderungen führt. Das alleinige Vorkommen aktivierter Mikroglia und 
Müllerzellen ging nicht immer einher mit massiven degenerativen Gewebeveränderungen 
und galt somit nicht als ausschlaggebend für die Definition der Schadensschwelle, zeigt 
aber einen Einfluss der Behandlung auf das retinale Gewebe. 
 
Abb. 3. 11 Immunhistochemie der Retina behandelter junger albinotischer Kaninchen zur 
Festlegung der Schadensschwelle. Die drei Wochen alten Kaninchen wurden mit Riboflavin und 
einer Blaulichtleistung von 650 mW/cm² behandelt. a) aktivierte Mikrogliazellen im behandelten 
Auge, Pfeilkopf: Vergrößerung des Zellsomas, Stern: Wanderung in andere Zellschichten, 
Pfeil: Vorkommen in der Photorezeptorschicht. b) unbehandeltes Auge eines albinotischen 
Kaninchens. c) aktivierte GFAP-positive Müllerzellen im behandelten Auge eines pigmentierten 
Kaninchens. d) Retina eines albinotischen Kaninchens, mit einer ausgeprägten 
Neurodegeneration, aktivierten Mikroglia- und Müllerzellen, welche in einen gesunden Abschnitt 
(Pfeilkopf) überging. Verwendete Antikörper: anti-Iba1 (rot) und anti-GFAP (grün). Kernfärbung 
mittels Hoechst 33258 (blau). GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere Plexiforme Schicht, 
INL: Innere Nukleäre Schicht, OPL: Äußere Plexiforme Schicht, ONL: Äußere Nukleäre Schicht, 
PRL: Photorezeptorzellschicht, Messbalken a-c: 20 µm, Messbalken d: 50 µm. 
 
Die Aktivierung der Mikrogliazellen war sowohl an deren erhöhter Anzahl, 
morphologischen Veränderungen, als auch an deren Vorkommen in den äußeren 
Schichten zu erkennen. In Abb. 3. 11a sind vergrößerte Zellsomata (Pfeilkopf) zu 
erkennen. Die Anzahl der feinen Zellausläufer verringerte sich, einige wenige 
Zellausläufer erschienen hingegen deutlich vergrößert. Die Wanderung in retinale 
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Schichten, die im gesunden Gewebe nicht von Mikrogliazellen kolonisiert sind (INL, OPL, 
ONL, PRL) (Bringmann et al., 2006), war deutlich zu erkennen. Die Mikrogliazellen 
drangen bis zu der Photorezeptorschicht vor. Im Vergleich dazu waren in Abb. 3. 11b 
kaum Mikroglia zu erkennen. Sie waren klein und fein verzweigt und befanden sich in der 
Ganglienzellschicht und Inneren Plexiformen Schicht. Die Müllerzellen waren 
GFAP-negativ. In Abb. 3. 11c sind aktivierte und GFAP-positive Müllerzellen (grün) der 
Retina dargestellt. Die Makrogliazellen exprimierten als Reaktion auf pathologische Reize 
das Cytoskelettprotein GFAP. Eine Neurodegeneration wie in Abb. 3. 11d konnte nicht in 
allen untersuchten Retinae derselben Behandlung gefunden werden. Es ist zu erkennen, 
dass im selben Tier sowohl degenerierte als auch strukturell intakte Areale ineinander 
übergingen. Jedoch waren in den nicht degenerierten Abschnitten aktivierte Mikro- als 
auch Makrogliazellen zu finden.  
Die folgenden Tabellen (Tab. 3. 4 und Tab. 3. 5) stellen das Ergebnis zur Festlegung der 
Schadensschwelle in adulten und jungen Kaninchen auf Grundlage der 
immunhistochemischen Analysen dar. Zur Einordnung des Schadens wurden 
pigmentierte von albinotischen Kaninchen unterschieden. Hierbei wurden die Aktivierung 
der Mikroglia- und Müllerzellen sowie die Degeneration von Neuronen getrennt betrachtet. 
Die alleinige Aktivierung von Mikro- und Makrogliazellen ohne das Auftreten degenerativer 
Prozesse wurde nicht als Schadensschwelle definiert und in hellrot markiert. Bei 
Vorkommen von Zelldegeneration (Zellverlust in den Körnerschichten) wurde die 
Schadensschwelle dunkelrot markiert. 
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Festlegung der Schadensschwelle 
 
In jungen Kaninchen ergab sich im Vergleich zu Albinos ein Unterschied in der 
Empfindlichkeit auf höhere Lichtleistungen. Somit konnten zelluläre Auffälligkeiten deutlich 
früher in pigmentierten Tieren gefunden werden. Die Schadensschwelle im Sinne von 
strukturellen Veränderungen konnte in pigmentierten und albinotischen Kaninchen 
zwischen 400 und 650 mW/cm² festgelegt werden.  
 
 
Tab. 3. 4 Festlegung der Schadensschwelle junger Kaninchen aus der Analyse der 
immunhistochemischen Untersuchung. Die Aktivierung der Mikroglia- und Müllerzellen sowie das 
Auftreten von Neurodegeneration wurden getrennt betrachtet. Das Vorhandensein von Mikroglia- 
beziehungsweise Makrogliazellen-Aktivierung und Neurodegeneration wurde mit einem + markiert. 
Unauffällige Zellen und das Fehlen von Neurodegeneration wurden mit einem - symbolisiert. Als 
Schadensschwelle wurde nur das Auftreten von Neurodegeneration definiert. Zur 
Veranschaulichung wurde die Schadensschwelle durch farbliche Untermalung visualisiert. grün: 
kein Schaden, rot:  Schaden. n= 44. 
Lichtleistung [mW/cm²] 
15 40 80 150 200 400 650 
jung/ pigmentiert -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- +/+/- +/+/- +/+/+ 
jung/ pigmentiert 
(nur Licht) 
-/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- +/+/+ 
jung/ albino -/-/- -/-/-  -/-/- -/-/- -/-/- +/+/+ 
jung/ albino 
(nur Licht) 
   -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- 
Mikroglia / Müllerzellen / Neurodegeneration 
 
 
Bei adulten Tieren war, unabhängig von der Pigmentierung, die Schadensschwelle 
zwischen 200 und 400 mW/cm² einzuordnen. Eine Lichtleistung bis 200 mW/cm² führt 
nicht zu einer Aktivierung der Mikro- und Makrogliazellen bzw. einer Neurodegeneration.  
In allen geschädigten Tieren trat eine Aktivierung der Mikroglia- und Müllerzellen immer 
gekoppelt auf und deutete aber nicht zwingend auf eine Neurodegeneration hin. 
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Tab. 3. 5 Festlegung der Schadensschwelle adulter Kaninchen aus der Analyse der 
immunhistochemischen Untersuchung. Die Aktivierung der Mikroglia- und Müllerzellen sowie das 
Auftreten von Neurodegeneration wurden getrennt betrachtet. Das Vorhandensein von Mikroglia- 
beziehungsweise Makrogliazellen-Aktivierung und Neurodegeneration wurde mit einem + markiert. 
Unauffällige Zellen und das Fehlen von Neurodegeneration wurden mit einem - symbolisiert. Als 
Schadensschwelle wurde nur das Auftreten von Neurodegeneration definiert. Zur 
Veranschaulichung wurde die Schadensschwelle durch farbliche Untermalung visualisiert. 
grün: kein Schaden, rot:  Schaden. n=30. 
Lichtleistung [mW/cm²] 
15 40 80 150 200 400 650 
adult/ pigmentiert     -/-/- +/+/+ +/+/+ 
adult/ pigmentiert 
(nur Licht) 
  -/-/- -/-/- -/-/- +/+/-  
adult/ albino -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- -/-/- +/+/+ +/+/+ 
adult/ albino 
(nur Licht) 
  -/-/- -/-/- -/-/- +/+/+ +/+/+ 
Mikroglia / Müllerzellen / Neurodegeneration 
 
Die Ergebnisse der Schein-Operationen zeigten, dass die Operationsmethode an sich 
keinen Einfluss auf die Schadensschwelle hat. Das bloße Präparieren des 
Operationssitus löste keine Reaktion in der Retina aus. Auch die reine Behandlung mit 
Riboflavin rief keine Komplikationen hervor. Wurden die Tiere anstelle des Riboflavins mit 
Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung behandelt und dann bestrahlt, konnte der direkte 
Einfluss verschiedener Lichtleistungen auf die inneren Augengewebe untersucht werden.  
 
In den immunhistologischen Untersuchungen ergab sich eine Schadensschwelle 
zwischen 400 und 650 mW/cm² in jungen Tieren.  
In adulten Tieren konnte die Schadensschwelle zwischen 200 und 400 mW/cm² 
Blaulichtleistung definiert werden. Hierbei konnte, sowohl in jungen als auch 
adulten Tieren, kein Unterschied zwischen Pigmentierten und Albinos festgestellt 
werden. Jedoch kam es in pigmentierten jungen Kaninchen zur Aktivierung der 
Mikroglia- und Makrogliazellen der Retina ab einer skleralen Applikation von 
200 mW/cm² Blaulichtleistung (in Kombination mit Riboflavin). Degenerative 
Veränderungen konnten bei diesen Lichtleistungen nicht gefunden werden. Jedoch 
sollte die angewandte Blaulichtleistung in weiteren Studien bei höchstens 
100 mW/cm² liegen, um Schäden als auch offensichtliche morphologische 
beziehungsweise zellmorphologische Veränderungen zu vermeiden. 
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3.3 Einfluss auf das Augenwachstum 
 
3.3.1 Augenwachstum des Kaninchens 
 
Zur Festlegung von Operationsalter und Überlebenszeiten der Tiere wurden Daten von 
Reichenbach et al. herangezogen. In deren Untersuchungen wurde das Augenwachstum 
von Kaninchen seit Embryonaltag 25 bis zum Erwachsenalter in vertikaler und 
horizontaler Dimension gemessen. Hierbei wurde gezeigt, dass das Auge zunächst 
exponentiell wächst und das Auge in der Adoleszenz langsam seine endgültige Größe 
erreicht. Auch ist eine deutliche Variabilität der Augengröße innerhalb gleichaltriger Tiere 
zu finden, was von der Größe des Wurfes abhängt (Reichenbach et al. 1991).  
Auf Grundlage dieser Daten und der Verträglichkeit der Narkose wurde das 
Operationsalter bei 3 Wochen festgesetzt. Die Tiere wurden nach 3 Wochen euthanasiert 
und das Auge untersucht. In dieser Zeit ist das Wachstum des Auges groß genug, um 
einen Einfluss durch die Behandlung zu sehen. Um die Ergebnisse besser einschätzen zu 
können, wurde das Augenwachstum aus eigenen erhobenen Daten ermittelt. Hierfür 
wurde die innere axiale Augenlänge (Ultraschall A Messmethode) des linken 
Kontrollauges aller behandelten Tiere verwendet und in Abb. 3. 12 für projektbezogene 
Zeitpunkte dargestellt.  
 
 
 
Abb. 3. 12 Darstellung der inneren Augenlänge [mm] in Abhängigkeit vom Alter der Tiere. Das 
Ausmessen der inneren axialen Augenlänge erfolgte mittels Ultraschall A Messgerät. Die jungen 
Kaninchen wurden im Alter von 3 Wochen (3W) operiert, drei Wochen später im Alter von 6 
Wochen (6W) wurde die innere Länge der unbehandelten Augen vor Beenden des Tierversuches 
erneut gemessen. Adulte Kaninchen hatten mindestens ein Alter von 3 Monaten (3Mt), in dem sie 
als voll entwickelt und fortpflanzungsfähig gelten. Die längste Überlebenszeit war 6 Monate bis zu 
einem Alter von 9 Monaten (9Mt). Es sind die axialen Augendimensionen der Kontrollaugen (linkes 
Auge) dargestellt. links: Boxplot-Darstellung der Verteilung der inneren Augenlänge in 
Abhängigkeit vom Alter. rechts: statistische Ergebnisse der Verteilungsanalyse.  
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Das Boxplot-Diagramm zeigt, dass eine normale Verteilung der Augenlänge unter 
gleichaltrigen Tieren existiert, jedoch eine hohe Variabilität vorlag. Wie bereits 
beschrieben, ist die Augengröße von der Wurfgröße abhängig. In größeren Würfen sind 
die Tiere im Allgemeinen kleiner und weisen somit, trotz des gleichen Alters, eine kleinere 
Augengröße auf (Reichenbach et al. 1991). Die Daten zeigen, dass es wichtig ist, das 
linke Auge als Kontrollauge zu messen und zu betrachten.  
 
Aus Messungen an Kaninchenaugen ging hervor, dass die axiale 
Augenausdehnung in gleichaltrigen Tieren sehr variieren kann aber dennoch 
normal verteilt ist. Das Auge wächst ab einem Alter von 3 Wochen bis zu 6 Wochen 
im Durchschnitt um 1,62 mm, was ausreicht um einen Therapieerfolg im 
Kurzzeitversuch deutlich messbar zu machen. 
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3.3.2 Kurzzeitbeobachtung des Augenwachstums nach skleralem 
Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking 
 
Um den Einfluss des skleralen Cross-Linkings auf das Augenwachstum zu untersuchen, 
wurde das gesamte rechte Auge (alle 3 Areale der Sklera je 20 min behandelt) von 
3 Wochen alten Kaninchen mit Riboflavin und Blaulicht laut Punkt 2.2.2 behandelt. Nach 
3 Wochen Überlebenszeit wurden die innere axiale Augenlänge von beiden Augen mit 
Hilfe des Ultraschall A Scans gemessen. In dem folgenden Diagramm sind die Daten aus 
zwei unabhängigen Behandlungsserien zusammengefasst. Die inneren Augenlängen des 
linken Kontrollauges und des behandelten rechten Auges (vier verschiedenen 
Behandlungen) sind in Abb. 3.13 dargestellt. 
 
 
 
 
Abb. 3. 13 Diagramm zur Darstellung der inneren axialen Augenlänge behandelter (dunkelgrau) 
und unbehandelter (hellgrau) Augen von drei Wochen alten Kaninchen im Vergleich zu einer 
Behandlung mit veränderten Parametern (Lichtleistung und Riboflavinapplikation). Die innere 
Augenlänge wurde mittels Ultraschallmessmethode erfasst. Vier Tiere wurden mit Riboflavin und 
5 mW/cm² Blaulicht und 11 Tiere mit Riboflavin und 15 mW/cm² Blaulicht (1. und 2. Serie) 
behandelt. Als Kontrolle dienten vier Tiere, die ohne Riboflavin mit 15 mW/cm² Blaulicht behandelt 
wurden und 2 Tiere, welche operiert jedoch nur mit Riboflavin und nicht mit Blaulicht behandelt 
wurden. Die Behandlung erfolgte im Alter von drei Wochen. Die Daten wurden mit einem Alter von 
6 Wochen erhoben. Nur die Behandlung mit Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 15 mW/cm² 
führte zur Reduktion des Augenwachstums. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der 
Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test 
(zweiseitig), p*** < 0,001. 
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Die Rohdaten sind in folgender Tabelle (Tab. 3. 6) nochmals detailliert zusammengefasst. 
Tab. 3. 6 Mittelwerte der inneren axialen Augenlänge verschieden behandelter junger Kaninchen 
nach 3 Wochen Überlebenszeit. Nur die Behandlung mit Riboflavin in Kombination mit einer 
Blaulichtleistung von 15 mW/cm² führte zur Reduktion des Augenwachstums. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test (zweiseitig), p*** < 0,001. 
 
 
Behandlung 
5 mW/cm
2
  
+ Riboflavin 
15 mW/cm
2
 
 + Riboflavin 
15 mW/cm
2
 
- Riboflavin 
kein Licht 
+ Riboflavin 
behandeltes 
Auge (OD) 
12,49  mm 
(SD ± 0,24) 
12,87 mm 
(SD ± 0,26) 
12,79 mm 
(SD ± 0,12) 
12,90 mm 
(SD ± 0,24) 
unbehandeltes 
Auge (OS) 
12,55 mm 
(SD ± 0,12) 
13,41 mm 
(SD ± 0,23) 
12,74 mm 
(SD ± 0,07) 
12,83 mm 
(SD ± 0,31) 
Differenz  
OS-OD 
0,06 mm 0,54 mm*** 0,05 mm 0,07 mm 
Gewicht 
(3 Wochen) 
280 g 
(SD ± 27) 
431 g 
(SD ± 105) 
295 g 
(SD ± 27) 
290 g 
(SD ± 14) 
n 4 11 4 2 
 
Die rechten Augen von vier Kaninchen wurden mit Riboflavin und 5 mW/cm² 
Blaulichtleistung behandelt. Es ergab sich eine Differenz der inneren axialen Augenlänge 
von 0,06 mm. Nach einer Behandlung mit Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 
15 mW/cm² konnte bei den elf beobachteten Tieren eine geringere innere axiale Länge 
des rechten, behandelten Auges gemessen werden. Dort ergab sich eine Differenz von 
0,54 mm (SD ± 0,1). Hierbei war der Unterschied der inneren axialen Augenlänge von 
Kontrollauge und behandeltem Auge in Kaninchen, die mit Riboflavin und 15 mW/cm² 
Blaulicht behandelt wurden, hoch signifikant (Mann-Whitney U-Test, zweiseitig, 
p***<0,001). Als Kontrolle dienten vier Tiere, die mit 15 mW/cm² Blaulicht bestrahlt jedoch 
nicht mit Riboflavin behandelt wurden und zwei Tiere, die operiert, doch nur mit Riboflavin 
und nicht mit Blaulicht behandelt wurden. Es ergab sich eine Differenz von 0,05 mm nach 
der alleinigen Blaulichtbehandlung und 0,07 mm Differenz nach alleiniger 
Riboflavinapplikation. Der Größenunterschied der Augen zwischen den unterschiedlichen 
Versuchsgruppen ist auf das Gewicht der Tiere zur Operationszeit zurückzuführen (siehe 
Tab. 3. 5). Tiere mit höherem Gewicht verfügen über größere Augen, was die deutlich 
größeren axiale Länge der Augen der vollbehandelten Tiere (Riboflavin + 15 mW/cm²) im 
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen erklärt. 
 
Versuche im Wachstumsmodell zeigten, dass die Behandlung der Sklera mit 
Riboflavin und Blaulicht mit einer geringen Lichtleistung von 15 mW/cm² das 
Augenwachstum junger Kaninchen im Mittel um 0,54 mm hemmt.  
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3.3.3 Langzeitbeobachtung des Augenwachstums nach skleralem 
Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking 
 
Um den Verlauf des Augenwachstums über einen längeren Zeitraum zu beobachten, 
wurde das gesamte rechte Auge von sechs 3 Wochen alten Tieren (2.Serie) mit 
Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 15 mW/cm² (alle 3 Areale der Sklera je 20 min) 
behandelt. Eines der Tiere musste aufgrund einer operationsunabhängigen Erkrankung 
vorzeitig euthanasiert werden. Die Tiere wurden wöchentlich über einen Zeitraum von 
zwölf Wochen untersucht und die axiale Augenlänge mittels Ultaschall A Scan (Punkt 
2.2.2) gemessen. Daraufhin wurden 3 der verbliebenen Tiere euthanasiert und die Augen 
mit einer Mikrometerschraube gemessen und histologisch untersucht. Die restlichen Tiere 
wurden über weitere 12 Woche alle zwei Wochen untersucht und die Augenlänge mittels 
Ultraschall Scan gemessen. Im nachfolgenden Diagramm (Abb. 3. 14) ist der Mittelwert 
der inneren axialen Augenlängen von allen beobachteten Tieren des behandelten und 
unbehandelten Auges aufgezeigt.  
 
 
Abb. 3. 14 Verlauf des Augenwachstums junger Kaninchen mit und ohne Behandlung des Auges 
mit Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 15 mW/cm². Hierfür wurde die innere Augenlänge 
des Kontrollauges und behandelten Auges von sechs Kaninchen (6 Tiere wurden bis 12 Wochen 
Überlebenszeit und 3 von diesen Tieren bis 24 Wochen Überlebenszeit beobachtet) mittels 
Ultraschall Messmethode ermittelt. Der Mittelwert der rechten behandelten Augen ist rot und der 
linken Kontrollaugen blau dargestellt. Die Behandlung erfolgte mit einem Alter von drei Wochen 
und die Tiere wurden über 24 Wochen beobachtet. Die Reduktion des Augenwachstums zeigte 
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sich bereits eine Woche nach Behandlung. Die resultierende kleinere Augenlänge blieb bis zum 
Ende der Langzeitstudie erhalten. Die Standardabweichung ist durch die Fehlerbalken markiert. 
 
In Diagramm (Abb. 3. 14) wird der Mittelwert der rechten, behandelten Augen zu ihrer 
unbehandelten Kontrolle (linkes Auge) dargestellt. Das Augenwachstum wurde mittels 
Ultraschall Scan bis zu 24 Wochen Überlebenszeit beobachtet. Hierbei ist zu beachten, 
dass drei der Tiere nach 12 Wochen Überlebenszeit (Alter von 15 Wochen) euthanasiert 
wurden und die Messungen im Zweiwochentakt bis Überlebenswoche 24 (Alter von 27 
Wochen) mit den drei verbliebenen Tieren durchgeführt wurde.  
In Rot ist der Verlauf des Augenwachstums der behandelten Augen zu sehen. Eine 
Woche nach der Behandlung war bereits ein geringeres Wachstum im Vergleich zu den 
unbehandelten Augen (blau) zu erkennen. Im Mittel lag der Größenunterschied zwischen 
den behandelten und unbehandelten Augen nach 7 Tagen bei 0,14 mm (SD ± 0,29), nach 
14 Tagen bei 0,31 mm (SD ± 0,16) und pegelte sich dann ab der dritten Überlebenswoche 
im Mittel bei 0,41 mm (SD ± 0,11) ein. Nach 24 Wochen Überlebenszeit war die Differenz 
vom linken zum rechten Auge in den drei letzten verbliebenen Tieren 0,51 mm (SD ± 
0,36). Auch ist ersichtlich, dass die Tiere in unterschiedlichen Graden auf die Behandlung 
reagieren. Die Augengrößendifferenz nach 6 Monaten variiert von 0,29 bis 0,92 mm und 
zeigt daher eine hohe Standardabweichung. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht 
(15 mW/cm²) das Augenwachstum junger Kaninchen verzögert und dass dieser 
Effekt konstant bis zu 6 Monaten anhält, wobei das Augenwachstum 
unterschiedlich stark in den einzelnen Tieren gehemmt wird. 
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3.3.4 Vergleich der Kurz- und Langzeitbeobachtung 
 
Für den direkten Vergleich des Augenwachstums der ersten und zweiten 
Tierversuchsserie (Riboflavin + 15 mW/cm²) dient Abb. 3. 15. Hier ist das 
Augenwachstum der Kontrollaugen gegen die behandelten Augen nach 3 Wochen (1. und 
2. Serie, alle 3 Areale der Sklera je 20 min behandelt) postoperativ und von der nach 24 
Wochen (2. Serie) postoperativ aufgetragen. Die Werte wurden mittels 
Ultraschallmessmethode (Punkt 2.2.2) erhoben. 
 
 
Abb. 3. 15 Vergleich der inneren axialen Augenlänge des behandelten (hellgrau) und 
unbehandelten Auges (dunkelgrau) von drei Wochen alten Kaninchen zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten nach der Behandlung mit Riboflavin und 15 mW/cm² Blaulichtleistung in zwei 
unabhängigen Serien. Die axiale Augenausdehnung der behandelten Augen konnte in beiden 
Serien nachgewiesen werden. n=5 (1.Serie), n=6 (2.Serie, 3 Wochen), n=3 (2.Serie, 24 Wochen). 
Die Standardabweichung ist durch Fehlerbalken markiert. Mann-Whitney U-Test (zweiseitig), 
p** < 0,01. 
 
Sowohl in der 1. als auch der 2. Serie wurde eine Reduktion des Wachstums der 
behandelten Augen gesehen. Die Kontrollaugen der 1. Serie hatten nach 3 Wochen 
postoperativ eine axiale Länge von im Mittel 13,22 mm (SD ± 0,09) und die behandelten 
Augen von 12,66 mm (SD ± 0,16), was einen hoch signifikanten Unterschied von 0,56 mm 
ausmachte (Mann-Whitney U-Test, zweiseitig, p**< 0,01). In der 2. Serie waren die 
unbehandelten Kontrollaugen im Mittel 13,53 mm (SD ± 0,23) und die behandelten Augen 
13,02 mm (SD ± 0,22) lang, was einen hoch signifikanten Unterschied von 0,51 mm ergab 
(Mann-Whitney U-Test, zweiseitig, p**< 0,01). Drei Tiere der 2. Serie wurden bis 24 
Wochen postoperativ beobachtet und deren axiale Augenlänge gemittelt. Hierbei ergab 
sich für die Kontrollaugen eine Ausdehnung von 16,28 mm (SD ± 1,03) und für die 
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behandelten Augen von 15,77 mm (SD ± 0,68). Der Längenunterschied war demzufolge 
0,51 mm, jedoch nicht signifikant auf Grund der geringen n-Zahl in Kombination mit der 
hohen Varianz.  
 
Zusätzlich zur Messung der inneren Augenlänge während des Tierversuches mittels 
Ultraschallmessung, wurden nach Entnahme der Augen die äußere axiale, horizontale 
und vertikale Ausdehnung mit Hilfe einer Mikrometerschraube (Punkt 2.2.3) bestimmt. In 
folgendem Diagramm (Abb. 3. 16) sind die drei Dimensionen der Kontrollaugen und 
behandelten Augen (Riboflavin + 15 mW/cm²) dargestellt. Da die Augen erst nach 
Entnahme gemessen werden konnten, handelt es sich hierbei um die Augen der 1. Serie 
3 Wochen postoperativ und die Augen der 2. Serie 24 Wochen postoperativ.  
 
Abb. 3. 16 Mikrometerschraubenmessung (Schieblehre) behandelter und unbehandelter 
Kaninchenaugen nach unterschiedlichen Überlebenszeiten in äußerer axialer, horizontaler und 
vertikaler Ausdehnung nach skleralem Cross-Llinking mit Riboflavin und 15 mW/cm² Blaulicht. Die 
Behandlung hatte einen hemmenden Einfluss auf das Augenwachstum in axialer, horizontaler und 
vertikaler Dimension. n=5 für 3 Wochen, n=3 für 24 Wochen. Die Standardabweichung ist durch 
die Fehlerbalken markiert. Mann-Whitney U-Test (zweiseitig), p** < 0,01, p* < 0,05 
 
In jeder Dimension ließ sich eine geringe äußere Länge der behandelten Augen 
erkennen. Die axiale Länge betrug 3 Wochen nach Operation in den Kontrollaugen im 
Mittel 14,52 mm (SD ± 0,16) und in den behandelten Augen 14,08 mm (SD ± 0,4), was 
einen Unterschied von 0,44 mm ausmachte. 24 Wochen postoperativ waren die 
Kontrollaugen im Mittel 17,18 mm (SD ± 0,49) und die behandelten Augen 16,5 mm (SD ± 
0,31) lang. Dies ergab eine Differenz von 0,68 mm. 
Für die horizontale Ausdehnung ergab sich nach 3 Wochen postoperativ für die 
Kontrollaugen ein Mittelwert von 16,15 mm (SD ± 0,37) und für die behandelten Augen 
von 15,01 mm (SD ± 0,33). Dies entsprach einer sehr signifikanten Differenz von 1,14 mm 
(Mann-Whitney U-Test, zweiseitig, p**< 0,01). Nach 24 Wochen betrug die horizontale 
Ausdehnung der Kontrollaugen im Mittel 18,75 mm (SD ± 1,45) und der behandelten 
Augen 17,96 mm (SD ± 0,7). Die Differenz der Augenlänge betrug somit 0,79 mm.  
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In vertikaler Ausdehnung konnte für die 1. Serie 3 Wochen nach Operation für die 
Kontrollaugen ein Mittelwert von 15,15 mm (SD ± 0,19) und für die behandelten Augen 
von 14,46 mm (SD ± 0,47) errechnet werden. Somit ergab sich eine signifikante Differenz 
von 0,69 mm (Mann-Whitney U-Test, zweiseitig, p*< 0,05). In der 2. Serie wurde 24 
Wochen nach Operation im Mittel eine vertikale Augenlänge von 18,0  mm (SD ± 0,56) in 
den Kontrollaugen gemessen. Die behandelten Augen besaßen eine vertikale 
Augenlänge von 17,1 mm (SD ± 0,53), was eine Differenz von 0,9 mm ergab.  
 
Die Reduzierung des Augenwachstums junger Kaninchen konnte in zwei 
verschiedenen Behandlungsserien erreicht werden. Dieser Effekt war auch mittels 
Schieblehre messbar, welche anstatt der inneren Augenlänge die äußeren 
Dimensionen des Auges misst. Die behandelten Augen waren in axialer, 
horizontaler und vertikaler Dimension kleiner als die Kontrollaugen.  
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3.3.5 Magnetresonanztomographie des behandelten Kaninchenauges 
 
Zur genauen Untersuchung der behandelten Kaninchenaugen, wurden einige nach 
Entnahme mit Hilfe eines 7-Tesla-Groß-Kaliber-Spectrometer mit Microimaging-Einheit 
aufgenommen (Punkt 2.2.4). Hierbei wurde sowohl das behandelte als auch das 
unbehandelte Kontrollauge untersucht. 
Da die MR-Tomographie aus Zeitgründen nur an wenigen Augen durchgeführt werden 
konnten, dient die Messung der Augendimensionen hier zur Kontrolle der im Projekt 
verwendeten Methoden zur Erfassung der Augenlänge (Ultraschall- und 
Mikrometerschrauben-Messung).  
Im folgenden Diagramm (Abb. 3. 17) wurde die axiale Augenlänge des Kontrollauges zum 
behandelten Auge in Abhängigkeit von der Messmethode verglichen. Hierbei wurde 
mittels Ultraschall (US Scan) die innere und Schieblehre und MRT die äußere 
Augenlänge gemessen, da die innere Netzhautgrenze nicht eindeutig zu definieren war. 
 
 
Abb. 3. 17 Darstellung der axialen Augenlänge vom behandelten (hellgrau) und unbehandelten 
Auge (dunkelgrau) eines Kaninchen nach 24 Wochen Überlebenszeit. Das rechte Auge wurde mit 
Riboflavin und 15 mW/cm² Blaulicht behandelt. Die axiale Augenlängenmessung wurde mittels 
Ultraschallmethode vor Euthanasie des Tieres durchgeführt. Nach Enukleation der Augen wurden 
diese mittels Schieblehre in axialer, horizontaler und vertikaler Ausdehnung vermessen. Zusätzlich 
wurde mit Hilfe der Magnetresonanztomographie die axiale, horizontale und vertikale Ausdehnung 
des behandelten und Kontrollauges aus den Aufnahmen ermittelt. Da die Ultraschallmessung im 
lebenden Tier nur in axialer Ausdehnung gemessen werden konnte, ist nur diese hier dargestellt. 
Mit allen drei Messmethoden konnte der hemmende Einfluss der Behandlung nachgewiesen 
werden. 
 
Die innere Augenlänge, welche mittels Ultraschallgerät ermittelt wurde, ist im Vergleich 
geringer zu den anderen Messmethoden, da diese die äußere Augendimension erfassen. 
Bei der Ultraschallmethode ist das Kontrollauge 17,45 mm und das behandelte Auge 
16,53 mm lang (Differenz 0,92 mm). Bei der Schieblehre war das Kontrollauge 17,67 mm 
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und das behandelte 16,75 mm lang (Differenz 0,92 mm). Die Messung in den MRT-
Aufnahmen ergab eine axiale Länge des Kontrollauges von 18,16 mm und des 
behandelten Auges von 17,15 mm (Differenz 1,01 mm). Obwohl die Messung mittels 
Schieblehre und MRT die äußere Augenausdehnung erfasst, unterscheiden sich die 
Ergebnisse. Das könnte auf das manuelle Anlegen der Mikrometerschraube zurückgeführt 
werden, da die Justierung vom Augenmaß abhängig ist. 
 
Im Folgenden (Abb. 3. 18) sind die MRT-Aufnahmen des vorher gezeigten Tieres aus 
dem Messmethodenvergleich gezeigt.  
 
Abb. 3. 18 MRT-Aufnahmen der Augen eines behandelten jungen Kaninchens. Das rechte Auge 
wurde mit Riboflavin und 15 mW/cm² Blaulicht im Alter von 3 Wochen behandelt. Das linke Auge 
blieb unbehandelt und diente als individuelle Kontrolle. Nach 24 Wochen Überlebenszeit wurde 
das Tier euthanasiert und die Augen mittels MRT aufgenommen. Die Aufnahmen dienten der 
Messung der axialen, horizontalen und vertikalen Dimension. In der Abbildung ist die längste axiale 
Ausdehnung mit einer gestrichelten Linie markiert. Der schwarze Balken signalisiert die axiale 
Länge des linken Auges, um den Vergleich zum rechten zu erleichtern. Das linke Auge hatte eine 
axiale Länge von 18,16 mm und das behandelte rechte Auge von 17,15 mm. Die okularen 
Strukturen erschienen unauffällig. Messbalken: 2 mm. 
 
Eine Behandlung der Sklera mit Riboflavin und einer Blaulichtleistung von 15 mW/cm² 
führte zu einer Reduktion des Augenwachstums. Hierbei war das unbehandelte linke 
Auge 18,16 mm in der axialen Ausdehnung und das rechte bei 17,15 mm. Dies ergab 
eine Differenz von 1,01 mm. In der Ultaschall A Scan-Messmethode (Punkt 2.2.2), die die 
innere axiale Ausdehnung darstellt, war das linke Kontrollauge 17,45 mm und das rechte 
behandelte Auge 16,53 mm lang, was eine Differenz von 0,92 mm bedeutet.  
 
Die Reduktion des Augenwachstums konnte anhand drei unterschiedlicher 
Messverfahren (Ultraschall A, Schieblehre, MRT) verifiziert werden. MRT-
Aufnahmen konnten zeigen, dass das behandelte Auge (Riboflavin + 15 mW/cm² 
Blaulicht) eines jungen Kaninchens nach 6 Monaten Überlebenszeit gesund 
erscheint und 1,01 mm kleiner als das Kontrollauge ist. 
 80 
 
Diskussion 
81 
 
4 Diskussion 
4.1 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse 
 
Die im Ergebnisteil dargestellten Resultate konnten zeigen, dass die initiale 
Riboflavineinwirkzeit von 20 Minuten im Tierversuch ausreichend war, um die gesamte 
Sklera mit Riboflavin zu sättigen. Die Riboflavineinwirkzeit könnte sogar auf 10 Minuten 
reduziert werden. Bei einer Adaption des Therapieansatzes auf den Menschen (mit der 
gleichen Riboflavinlösung) sollte die Einwirkzeit jedoch erhöht werden. Die Lichtmenge, 
die die Sklera durchdrang, lag bei allen untersuchten Spezies unter 1 % (Makake unter 
1,4 %) und wurde zusätzlich durch die Applikation von Riboflavin noch weiter reduziert. Es 
ist davon auszugehen, dass eine moderate und sichere Lichtmenge nur in der äußeren 
Sklera für ein erfolgreiches Cross-Linking ausreicht. Jedoch zeigte diese Tatsache, dass 
ein Gewebeschaden durch eine zu große Lichtleistung wahrscheinlich ist. Die Riboflavin- 
und Lichtdurchdringung der Sklera war in erster Linie von der Skleradicke abhängig. Die 
Kaninchensklera wies weniger als die Hälfte der humanen Skleradicke auf.  
Das Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking wurde im Kaninchenmodell, als mögliche 
Behandlungsmethode der hohen Myopie, auf seine Sicherheit und Wirksamkeit 
untersucht. Die Schadensschwelle charakterisiert hierbei die Blaulichtleistung, die nach 
skleraler Applikation zu schädlichen Gewebeveränderungen führt. Aus den 
lichtmikroskopischen Untersuchungen ging hervor, dass strukturelle Schäden im Sinne 
zellulärer Degeneration, Zelltod oder massiver schädlicher Gewebeveränderung in jungen 
Kaninchen erst nach Anwendung einer sehr hohen Blaulichtleistung von 650 mW/cm² in 
Kombination mit Riboflavin auftraten. Junge albinotische Kaninchen zeigten keinerlei 
pathologische Reaktion auf die Behandlung. Somit wurde die Schadensschwelle für junge 
Kaninchen zwischen 400 und 650 mW/cm² gesetzt. In adulten Kaninchen kam es zu 
Schäden nach skleraler Applikation von 400 mW/cm² Blaulichtleistung nach 
vorangegangener Riboflavinapplikation. Die Schadensschwelle wurde zwischen 200 und 
400 mW/cm² in adulten Kaninchen festgelegt. Hier gab es keinen Unterschied in der 
Empfindlichkeit zwischen pigmentierten und albinotischen Tieren. Ausnahme war hier die 
Applikation von Blaulicht ohne vorangegangene Riboflavinapplikation, wobei pigmentierte 
Kaninchen empfindlicher als albinotische reagierten.  
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten zeigen, dass nach Applikation der 
höchsten Lichtleistung von 650 mW/cm² immunologische und metabolische Reaktionen 
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im skleralen Gewebe abliefen (Vorkommen aktivierter makrophagen ähnlicher Zellen, 
aktivierte Fibroblasten). Zudem erschien die Kollagen-Struktur verändert.  
Die immunohistologischen Untersuchungen bestätigten die histologischen Befunde und 
ergaben eine Schadensschwelle zwischen 400 und 650 mW/cm² Blaulichtleistung in 
jungen Tieren. In adulten Tieren konnte die Schadensschwelle zwischen 200 und 
400 mW/cm² Blaulichtleistung definiert werden. Hierbei konnte, sowohl in jungen als auch 
adulten Tieren, kein Unterschied zwischen Pigmentierten und Albinos festgestellt werden. 
Jedoch kam es in pigmentierten jungen Kaninchen zur Aktivierung der Mikroglia- und 
Makrogliazellen der Retina ab einer skleralen Applikation von 200 mW/cm² 
Blaulichtleistung (in Kombination mit Riboflavin). Degenerative Veränderungen konnten 
hier bei diesen Lichtleistungen nicht gefunden werden. Jedoch sollte die angewandte 
Blaulichtleistung in weiteren Studien bei höchstens 100 mW/cm² liegen, um Schäden als 
auch Reizungen zu vermeiden. Die alleinige Behandlung mit Riboflavin führte in keinem 
der Tiere zu Auffälligkeiten oder Schäden der okularen Strukturen.  
Aus Messungen an Kaninchenaugen ging hervor, dass die axiale Augenausdehnung in 
gleichaltrigen Tieren sehr variieren kann, aber normal verteilt ist. Das Auge wächst ab 
einem Alter von 3 Wochen bis zu 6 Wochen im Durchschnitt um 1,62 mm, was ausreicht, 
um einen Therapieerfolg im Kurzzeitversuch sichtbar zu machen. Versuche im Kurzzeit-
Wachstumsmodell (3 Wochen postoperativ) zeigten, dass die Behandlung der Sklera mit 
Riboflavin und Blaulicht mit einer minimaleffektiven Lichtleistung von 15 mW/cm² das 
Augenwachstum junger Kaninchen im Mittel um 0,54 mm hemmte. Im Langzeitversuch 
konnte bewiesen werden, dass die Behandlung der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht 
(15 mW/cm²) das Augenwachstum junger Kaninchen verzögert und dass dieser Effekt 
konstant bis zu 6 Monaten anhält, wobei das Augenwachstum unterschiedlich stark in den 
einzelnen Tieren gehemmt wurde. Die Reduzierung des Augenwachstums junger 
Kaninchen konnte in zwei verschiedenen Behandlungsserien gezeigt werden. Dieser 
Effekt war auch mittels Schieblehre messbar, welche anstatt der inneren Augenlänge die 
äußeren Dimensionen des Auges ermittelt. Die behandelten Augen waren in axialer, 
horizontaler und vertikaler Dimension kleiner als die Kontrollaugen. Die Reduktion des 
Augenwachstums konnte anhand drei unterschiedlicher Messverfahren (Ultraschall A, 
Schieblehre, MRT) verifiziert werden. MRT-Aufnahmen konnten zeigen, dass das 
behandelte Auge (Riboflavin + 15 mW/cm² Blaulicht) eines jungen Kaninchens nach 6 
Monaten Überlebenszeit gesund erschien und 1,01 mm kleiner als das Kontrollauge war. 
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4.2 Das Cross-Linking der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht im 
Tiermodell 
 
4.2.1 Das Kaninchen als Modell der Wahl 
 
In der angewandten Forschung wird das Kaninchen als Tiermodell immer bedeutender. 
Es vereinigt viele Vorteile der Haltung von Kleintieren mit einer höheren physiologischen 
Ähnlichkeit zum Menschen und kann daher als Brückentier zwischen Grundlagen- und 
angewandter Forschung verwendet werden. Im Vergleich zu üblichen Kleintiermodellen 
hat es zwar keine sehr kurze Lebensspanne und Fortpflanzungszeit, geringe Kosten in 
der Haltung und Anzahl an Nachkommen, ist jedoch in allen erwähnten Belangen 
günstiger als das Großtiermodell. Die Haltung ist nicht teuer, die Handhabung einfach und 
die Fortpflanzung dennoch schnell und ergiebig (Bosze Zs. und Houdebine L.M. 2010). 
Zudem steht es den Primaten phylogenetisch deutlich näher als Nagetiere und 
Invertebraten, die als Kleintiermodelle Anwendung finden (Graur et al. 1996). Auch ist der 
genetische Hintergrund vielfältiger und die Anatomie des Kaninchens spezieller als in 
Kleintieren, was das Modell insgesamt dem Menschen ähnlicher macht. Daten über die 
Anatomie und Physiologie des Kaninchens werden seit hunderten Jahren erhoben und 
die Aufarbeitung im Bereich Genetik und Proteomik geht schnell voran (Gwon; Bosze Zs. 
und Houdebine L.M. 2010). Von Vorteil ist die Größe des Kaninchens. Diese macht es vor 
allem in der Anwendung neuer chirurgischer Verfahren unentbehrlich (Gwon, 2008).  
Im Verhältnis zum Körpergewicht verfügen Kaninchen über sehr große, dem Menschen 
ähnliche Augen und wurden daher für die Etablierung ophthalmologischer Eingriffe 
herangezogen. Zu diesen gehören, unter anderem, die Linsen- und Kataraktoperationen, 
Laserkorrekturen und Hornhauttransplantationen. Hierbei ist das Angebot pigmentierter 
Kaninchenrassen sehr wichtig, da die Pigmentierung des Auges eine große Rolle spielt. In 
Bezug auf die Augen gibt es keine Geschlechts- jedoch signifikante Altersunterschiede. 
Junge Kaninchen verfügen über eine verlässliche post-operative Immunantwort, die der 
kleiner Kinder gleich ist (Gwon, 2008). 
Im Bereich der Myopie-Forschung gibt es etablierte Modelle, in denen ein künstliches 
Augenwachstum induziert werden kann (Zhu et al. 2013). Das Huhn (Wallman und Adams 
1987) ist phylogenetisch und anatomisch zu weit vom Menschen entfernt. McBrien et al. 
induzieren Kurzsichtigkeit in Tupaias, dem Primaten nahverwandten Säugetieren, welche 
jedoch über zu kleine Augen für die Anwendung unserer Methode verfügen (Sherman et 
al. 1977; McBrien und Norton 1992). Am naheliegendsten wäre die Anwendung in 
Primaten, wie dem Marmosettäffchen (Troilo und Judge 1993) oder Makaken (Wiesel und 
Diskussion 
84 
 
Raviola 1977), da sie dem Menschen am ähnlichsten sind. Jedoch ist die Arbeit mit 
diesen Tieren aus tierschutzrechtlichen Gründen nur in wenigen speziellen Einrichtungen 
in Deutschland erlaubt, die nicht im Bereich der Myopie arbeiten. Zudem wäre hier nur 
eine geringe Anzahl an Versuchen machbar.  
Um den Effekt des Cross-Linkings mit Riboflavin und Blaulicht in einem uns zugänglichen 
Tiermodell zu untersuchen, wurde, aus Erfahrungsgründen und auf Grund seiner Größe, 
das Kaninchen als Augenwachstumsmodell herangezogen. Es zeigt während seines 
Wachstums eine ausreichende Zunahme der Augengröße. Dies ist sowohl für die 
Anwendung der Operationsmethode als auch für die Auswertung der Wachstumsdaten 
unerlässlich. Das Kollagen I des Kaninchens zeigt als Hauptbestandteil der Sklera eine 
Homologie von 94 % (PubMed.gov) mit dem humanen Kollagen I auf. Zudem können 
zwei Konditionen, die typisch für die pathologische Myopie sind, im Kaninchen gemimt 
werden. Zum einen kommt es in der pathologischen Myopie zu einer chorioretinalen 
Atrophie, welche durch Ausdünnen des retinalen Pigmentepithels und den Verlust an 
Melanin begleitet wird (Curtin und Karlin 1970; Fujiwara et al. 2009). Deswegen wurden 
sowohl pigmentierte als auch albinotische Kaninchen verwendet. Zum anderen weisen 
Erkrankte eine deutlich dünnere posteriore Sklera auf (McBrien und Gentle 2003; Rada et 
al. 2006). Durch die Verwendung von Kaninchen kann der Therapieansatz an dünner 
Sklera angewendet werden, welche der Sklera eines hoch myopen Patienten mehr ähnelt 
(Olsen et al. 1998). 
Das Alter zum Eingriffszeitpunkt ist wichtig bei der Behandlung junger Tiere, da sowohl 
die Augengröße als auch das Körpergewicht entscheidend für den Erfolg sind. Ein zu 
kleines Auge ist schlecht zu operieren. Ist das Augenwachstum jedoch zu weit 
fortgeschritten, kann der Einfluss der Methode auf dieses nicht mehr deutlich dargestellt 
werden. Um das Operationsalter festzulegen, wurde als Grundlage die Studien von 
Reichenbach et al. (Reichenbach et al. 1991) und Barathi et al. (Barathi et al. 2002) 
verwendet (siehe Punkt 2.2.2). Zudem musste ein kritischer Punkt bedacht werden: Junge 
Kaninchen reagieren anders auf die Narkose als adulte Kaninchen. Es muss eine 
durchgehende Narkose mit geringer Sterblichkeit gewährleistet sein (siehe Punkt 2.2.2 
und 4.2.3). Im Kaninchen konnte in einigen Studien durch verschiedene Manipulationen 
Kurzsichtigkeit induziert werden (Jungschafer et al. 1994; Bryant et al. 1999; Gao et al. 
2006). Grundsätzlich sei aber erwähnt, dass es sich hierbei um ein künstlich erzeugtes 
Augenwachstum handelt, welches nicht durch pathologische oder genetische Faktoren 
entsteht, wie die hohe Myopie im Menschen. Dennoch wäre die Anwendung des 
Cross-Linkings mit Riboflavin und Blaulicht im Kaninchen-Myopiemodell (durch 
Lidverschluss, Dotan et al. 2014) erstrebenswert und bleibt somit Bestandteil der 
Zukunftspläne des Projekts.  
Diskussion 
85 
 
4.2.2 Der Einfluss der Riboflavindurchlässigkeit, Lichtdurchlässigkeit und 
Gewebedicke der Sklera 
 
Der Erfolg des skleralen Cross-Linkings mit Riboflavin und Blaulicht wird entscheidend 
durch die Beschaffenheit des skleralen Gewebes mitbestimmt. Riboflavin und Blaulicht 
müssen in ausreichender Menge vorhanden sein, um genügend reaktive 
Sauerstoffspezies im Gewebe zu generieren und somit die skleralen biomechanischen 
Eigenschaften zu beeinflussen. Hierbei ist die Penetration der Sklera mit Riboflavin und 
Blaulicht ausschlaggebend. Um deren Abhängigkeit von Gewebeeigenschaften 
einzuschätzen, wurde die Sklera verschiedener Säugetierspezies untersucht und die 
Ergebnisse genutzt, um den operativen Ablauf zu optimieren. 
Zur Bestimmung der Durchlässigkeit der Sklera (Permeation) für Riboflavin, wurde die 
Fluoreszenz des Riboflavins zu dessen Detektierung genutzt (Sun et al. 1972; Kozioł und 
Knobloch 1965; Scott Prahl 2012). Der Versuch wurde nicht unter physiologischen 
Bedingungen durchgeführt, erlaubt aber einen Blick auf grundlegende Einflussgrößen. So 
konnte aus den Ergebnissen die Zeit ermittelt werden, die das Riboflavin benötigt, um die 
Sklera zu durchdringen und wann eine ausreichende Sättigung erreicht ist. Diese 
Erkenntnisse wurden genutzt, um die initiale Dauer der Riboflavinapplikation an der 
Sklera während des operativen Eingriffs festzulegen. Hierbei ergab sich, dass im 
Kaninchen-Modell eine Applikationszeit von 10 Minuten ausreicht, um die Sklera 
vollständig mit Riboflavin zu sättigen. Um allerdings sicher zu gehen wurde die initiale 
Applikationszeit des Riboflavins auf 20 Minuten festgelegt. Für die Permeation der 
menschlichen Sklera benötigte das Riboflavin ungefähr 7 Minuten, konnte jedoch erst 
nach 40 Minuten die Sättigung erreichen. Um aussagekräftigere Einschätzungen zu 
erhalten, wäre es notwendig die sklerale Riboflavindurchlässigkeit unter physiologischen 
Bedingungen, wie zum Beispiel mit Hilfe einer Diffusionszelle nach Franz, zu untersuchen 
(Franz 1975). Jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Sklera durchlässig für 
Riboflavin ist und so eine ausreichende Menge im Gewebe für die Generierung der 
reaktiven Sauerstoffspezies vorhanden sein sollte. Hierbei unterliegt die Dauer der 
Riboflavinpermeation in erster Linie der Dicke des Gewebes. Zwar zeigt zum Beispiel die 
Sklera des Menschen eine deutlich langsamere Durchdringungs- und Sättigungszeit für 
Riboflavin als die ungefähr gleich dicke Schweinesklera, jedoch konnte eine direkte 
lineare Korrelation von Durchdringungsdauer zur Skleradicke beobachtet werden. Für die 
Anwendung im Menschen könnte eine Optimierung der Riboflavinlösung in Bezug auf 
deren Konzentration oder Osmolarität einen Einfluss auf die Schnelligkeit der 
Sklerapermeation haben und könnte so eine Reduktion der initialen 
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Riboflavinapplikationsdauer während des operativen Eingriffs erlauben. Die 
Operationszeit ist ein wichtiger Parameter für die mögliche Anwendung im Menschen. 
Neben der Riboflavinmenge, ist für den Erfolg der Methode auch die Lichtmenge 
ausschlaggebend. Das sklerale Gewebe ist im Vergleich zur Hornhaut opak, was die 
Lichtmenge im und hinter dem Gewebe enorm reduziert. Es zeigte sich im Versuch, dass 
die sklerale Lichtdurchlässigkeit (Transmission) von der Wellenlänge und von der 
Gewebedicke abhängig ist. Je langwelliger das Licht und je dünner das Gewebe, desto 
mehr Licht erreicht die Innenseite der Sklera. Bei der Gegenüberstellung der 
transskleralen Lichtmenge (ohne vorangegangene Riboflavinapplikation) und der 
skleralen Gewebedicke ergab sich eine indirekte exponentielle Abhängigkeit. Bis zu einer 
skleralen Dicke von 200 µm nimmt die Lichtmenge rapide mit steigender Gewebedicke 
ab. Ist die Sklera dicker als 200 µm, nimmt die Lichtmenge nur noch leicht bei steigender 
Gewebedicke ab. Vogel et al. konnten an humaner Sklera in vitro zeigen, dass circa 50 % 
des Lichts reflektiert wird und dass hierbei die Wellenlänge keinen großen Einfluss hat, 
was auf die weiße Erscheinung der Sklera zurückzuführen ist. Die Transmission nahm mit 
steigender Wellenlänge zu, wobei sie bei circa 450 nm bei unter 10 % und bei 750 nm bei 
ungefähr 30 % lag (Vogel et al. 1991). In den vorliegenden Versuchen lag die 
Lichttransmission humaner Sklera bei 450 nm bei 0,3 % und bei 750 nm bei 2 %, was 
deutlich geringer ist als von Vogel et al. beschrieben. Die Absorption war bei Vogel et al. 
indirekt abhängig von der Wellenlänge des Lichts. Das Licht wurde mit einer Wellenlänge 
um 450 nm zu fast 40 % absorbiert, wohingegen die Absorption bei 750 nm unter 10 % 
lag (Vogel et al. 1991).  
In vorliegenden Versuchen wurde die Sklera zusätzlich mit Riboflavin behandelt. 
Riboflavin absorbiert UV- und Blaulicht (Koziol 1965) und wandelt die Energie in reaktive 
Sauerstoffspezies um, die für die Vernetzung der skleralen Proteine notwendig sind 
(Spoerl et al. 1998; Spoerl und Seiler 1999). Durch das Riboflavin wurde die Absorption 
durch das Gewebe selbst verstärkt und die Menge an Licht auf der Innenseite der Sklera 
auf unter 0,2 % reduziert. Es ist davon auszugehen, dass die Lichtmenge innerhalb des 
skleralen Gewebes gering ist und nur wenige Sauerstoffradikale generiert werden können, 
was aber auch einen Licht- und Oxidationsschutz für die inneren Augengewebe darstellen 
würde. Jedoch ist die sklerale Absorption des Blaulichts durch die Riboflavinsättigung in 
den äußeren Schichten der Sklera hoch, was eine hohe Generierung an reaktiven 
Sauerstoffspezies garantiert. Es ist möglich, dass das Cross-Linking der äußeren 
Skleraschichten ausreicht, um einen verstärkenden Effekt auf die Festigkeit der Sklera zu 
haben. Die Anwendung würde im Bezug auf die Riboflavinapplikationszeit und 
Gewebeverträglichkeit schonender sein. Hierbei muss die Lichtmenge ausreichen, um 
das Kollagen der äußeren Sklera so stark zu vernetzen, dass die biomechanische 
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Versteifung das Augenwachstum hemmen kann. Leider wissen wir nicht, wie weit das 
Gewebe durch das Cross-Linking vernetzt wird, da kein experimenteller Nachweis 
möglich ist. Des Weiteren zeigt das Ergebnis, dass ein Gewebeschaden der inneren 
Sklera, der Aderhaut und Retina nur bei Anwendung hoher Lichtleistungen wahrscheinlich 
ist.  
Die sklerale Dicke nimmt in allen Spezies zum posterioren Pol zu und kann bis zu einem 
Verhältnis äquatorial : posterior von 2,9 im Makakenauge liegen (Tab. 3. 1). Die 
Gewebedicke hat, wie zuvor beschrieben, einen Einfluss auf die Dauer der initialen 
Riboflavinapplikation während der Operation, den Anteil des erfolgreich vernetzten 
Kollagens der Sklera als auch auf die Wahrscheinlichkeit eines Gewebeschadens der 
inneren okularen Schichten. Die vollständige Riboflavin-Sättigung der humanen Sklera 
wird im Vergleich zum Kaninchen länger dauern, der Anteil des erfolgreich vernetzten 
skleralen Kollagens geringer und die Wahrscheinlichkeit eines Gewebeschadens im 
Verhältnis zum Kaninchen kleiner sein. Zudem könnte der Erfolg des skleralen 
Cross-Linkings davon abhängig sein, in welchem Augenabschnitt (äquatorial oder 
posterior) der Patient behandelt werden muss. 
4.2.3 Der operative Eingriff 
 
Die Anwendung des Riboflavin/Blaulicht Cross-Linkings der Sklera macht es erforderlich 
das Gewebe chirurgisch unter Narkose freizulegen (siehe Punkt 2.2.2). Damit handelt es 
sich um einen invasiven Eingriff, der nur von erfahrenen Medizinern durchgeführt werden 
sollte. 
Die Narkose ist ein entscheidender Parameter bei der Durchführung des zweistündigen 
Eingriffs. Sehr kritisch hierbei ist die Anästhesie junger Kaninchen, da diese anders als 
adulte Kaninchen reagieren. Die Sterblichkeit steigt mit einem geringen Körpergewicht 
deutlich an. Zudem erwachen junge Kaninchen meist ohne Vorzeichen aus der Narkose, 
was ein strenges Regime an Narkosemittelgabe unentbehrlich macht. Hierbei muss in 
regelmäßigen Abständen Anästhetikum appliziert werden. Eine durchgehende Narkose 
mit geringer Sterblichkeit ist gewährleistet, wenn das Jungtier ein Gewicht von mindestens 
250 g aufweist. 
Vor dem operativen Eingriff am rechten Auge wurde als zusätzliche Betäubung Lidocain 
parabulbär injiziert. Der Operateur ging sehr sorgfältig bei der Präparation der Bindehaut, 
beim Absetzen der seitlichen Muskeln und beim Anschlingen des oberen und unteren 
Muskels vor, um ungewollte Verletzungen zu vermeiden und das Ergebnis nicht zu 
beeinflussen. Wichtig war, dass die Hornhaut unversehrt blieb, da es hier schnell zu 
Immunreaktionen und daraus resultierenden Eintrübungen kommen kann, die wiederum 
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Einfluss auf das Augenwachstum haben könnten. Um sicherzustellen, dass der alleinige 
operative Eingriff, mit Absetzen der Bindehaut und der seitlichen Muskeln, keinen Einfluss 
auf das Augenwachstum hat, wurde eine sogenannte Schein-Operation durchgeführt. 
Hierbei wurden an den Tieren alle Schritte von Narkose bis zur Wundversorgung 
vorgenommen ohne jedoch Riboflavin zu applizieren und die Blaulichtquelle 
anzuschalten. Anstelle des Riboflavins wurde Kochsalzlösung verwendet. Ein Einfluss auf 
das Augenwachstum durch den alleinigen operativen Eingriff konnte nicht nachgewiesen 
werden, was beweist, dass nur die vollständige Anwendung des Riboflavin/Blaulicht 
Cross-Linkings den therapeutischen Effekt hervorruft. Die Operation ist komplex, aber 
nicht ungewöhnlich im Ablauf. Es ist im Kaninchenmodell gelungen, den Eingriff ohne 
Komplikationen zu etablieren. Die Anwendung ist gegeignet, um auf den Menschen als 
minimalinvasive Operationsmethode übertragen zu werden. 
Im Gegensatz zu anderen Studien zur Kollagenvernetzung mit Riboflavin und Licht 
(Wollensak et al. 2005; Wollensak et al. 2003a), wurde 0,5 % Riboflavin anstelle des 
0,1 %igen verwendet. Das gewährleistet eine größere Absorption des Blaulichts durch die 
höhere Konzentration an Riboflavin, welches wie ein Lichtschutz agiert und die 
Schädigung der okularen Gewebe durch Licht minimiert. Zudem erhält man eine größere 
Ausbeute an reaktiven Sauerstoffspezies, die bei der Bestrahlung mit Blaulicht entstehen, 
welche wiederum das sklerale Kollagen vernetzen und das Gewebe biomechanisch 
verstärken. Durch ständiges Nachtropfen wurde eine konstante Menge an 
unverbrauchtem Riboflavin gewährleistet.  
Die „bluephase 16i“- Blaulichtquelle (Ivoclar Vivadent clinical, Ellwangen-Jagst, 
Deutschland) ist ein Medizinprodukt, welches in der Zahnmedizin zur Aushärtung von 
Kompositionsfüllungen verwendet wird. Hierfür werden hohe Blaulichtleistungen benötigt, 
was eine Modifikation des Gerätes nötig macht, um verschiedene und deutlich geringere 
Lichtleistungen für die Anwendung am Auge zu gewährleisten. Die hierfür verwendeten 
Aufsätze wirken als Abstandhalter zwischen Lichtquelle und Auge. Je größer der Abstand, 
desto geringer ist die Lichtleistung, welche auf das Gewebe trifft. Die inhomogene 
Ausleuchtung durch die Blaulichtquelle beträgt 20 %, was ein Nachteil ist. Zudem lag die 
Beleuchtungsfläche der Adapteraufsätze nicht auf dem skleralen Gewebe auf, weshalb 
ein spezieller Aufsatz hergestellt wurde, um den Einfluss des skleralen Cross-Linkings auf 
das Augenwachstum junger Kaninchen einzuschätzen. Dieser, der Augenform 
angepasste Aufsatz, ermöglichte das direkte Ausfliegen der Beleuchtungsfläche mit einer 
geringen Leistung von 15 mW/cm2 und ohne große Abstände von der Lichtquelle, was die 
Handhabung vereinfachte. Leider konnte keine höhere Lichtleistung mit diesem Adapter 
erreicht werden. Etwaige Leistungsspitzen, die durch die inhomogene Ausleuchtung 
entstanden, wurden mit Hilfe von teilweiser Schwärzung der Beleuchtungsfläche 
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vermieden. Die vollständige Schwärzung des Randbereiches, der der Cornea auflag, 
schützte diese vor einer Bestrahlung (siehe Punkt 2.2.2). Trotz der vorgenommenen 
Modifikationen ist es für weitere Studien nötig eine geeignete Lichtquelle zu konzipieren. 
Diese sollte den direkten Kontakt der Beleuchtungsfläche mit dem zu behandelnden 
Gewebe ermöglichen, homogen Licht abgeben und deren Leistung über ein externes 
Modul steuerbar sein.  
Ein Austrocknen des Auges während der Bestrahlung wurde durch die ständige Gabe von 
Riboflavin bzw. Kochsalzlösung verhindert und der Operationssitus nach Ende der 
Bestrahlung verschlossen. Durch die Verwendung resorbierbaren Nahtmaterials, konnte 
eine durchgängige Heilung, ohne eine erneute Operation zum Ziehen der Fäden, 
gewährleistet werden. Die Heilung verlief ohne Komplikationen, wie Entzündung und 
Narbenbildung. Bei der Adaption des Eingriffs in den Menschen sollten diese Erfahrungen 
unbedingt eingebracht werden, um eine schnelle und schonende Operation und Heilung 
zu gewährleisten. 
4.2.4 Die Schadensschwelle - die Bestrahlung der Sklera mit 
Blaulichtleistungen unter 100 mW/cm² ist unschädlich 
 
Als Grundlage, der in dieser Arbeit beschriebenen skleralen Kollagenvernetzung, werden 
reaktive Sauerstoffspezies und Radikale benötigt, die in einem photochemischen Prozess 
durch die Bestrahlung von Riboflavin entstehen (Superoxidanion O2
-, Wasserstoffperoxid 
H2O2, Hydroxylradikal •OH, Singulettsauerstoff 
1O2). Das Riboflavin besitzt mehrere 
Absorptionsmaxima (Abb. 2. 6), bei circa 340 (UV-Licht) und 450 nm (Blaulicht) (Koziol 
1965) und kann somit durch beide Wellenlängen angeregt werden. Sowohl UV- als auch 
Blaulicht können Gewebeschäden verursachen und werden in den folgenden 
Unterpunkten genauer betrachtet. 
 
Wie UV-Licht das Auge schädigt 
 
Zur Behandlung der Kornea im Krankheitsbild des Keratokonus, wird Riboflavin mit 
UV-A-Licht (365 nm) verwendet, um eine zusätzliche Kollagenkreuzvernetzung und damit 
biomechanische Verstärkung des kornealen Gewebes herbeizuführen (Wollensak et al. 
2003b). UV-B (290-320 nm) als auch UV-A-Licht (320-400 nm) wurden durch die 
International Agency for the Research of Cancer als Klasse I Karzinogene klassifiziert (El 
Ghissassi et al. 2009). Hierbei ist der Mechanismus der UV-B-Schädigung schon lange 
bekannt und beruht auf der Bildung von DNA-Photoprodukten (Pyrimidin-Dimere), die als 
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Vorgänger für Mutationen und DNA-Läsionen gelten (Mitchell und Nairn 1989; Pfeifer 
1997). UV-A-Licht wird im Gegensatz zu UV-B-Licht nicht direkt durch DNA absorbiert und 
kann seine mutagene Wirkung erst in Kombination mit endogenen Photosensibilisatoren 
(wie z.B. Cytochromen oder Flavinen) entwickeln (Ikehata und Ono 2011; Cadet et al. 
2009; Cadet und Douki 2011). Dabei konnte UV-A-Licht kaum Schäden an isolierter DNA 
hervorrufen. Die Bestrahlung zellulärer DNA hingegen führte zu schwerwiegenden 
Schäden im Molekül (Song et al. 2002). Durch die Bestrahlung von Zellen mit UV-A-Licht 
entsteht oxidativer Stress, welcher zu diversen DNA-Schädigungen, wie Strangbrüchen, 
oxidierten Basen und auch zur Formierung von Pyrimidin-Dimeren führt, was Mutationen 
und somit Tumore hervorrufen kann (Cadet et al. 1997; Cadet et al. 2009; Banyasz et al. 
2011).  
Im Versuch des Cross-Linkings am Kaninchenauge anderer Wissenschaftler, führte die 
Behandlung der Sklera mit Riboflavin und einer geringen Lichtleistung von 4,2 mW/cm² 
UV-A-Licht (370 nm) über 30 min (7,6 J/cm² Lichtdosis) zu Schäden der Retina, des 
Choroids und des retinalen Pigmentepitheliums (Wollensak et al. 2005). In einer weiteren 
Studie konnten nach Behandlung mit Riboflavin und einer UV-A-Lichtleistung (365 nm) 
von 3 mW/cm² für 30 min (5,4 J/cm² Lichtdosis) vorerst keine inflammatorischen Prozesse 
beobachtet werden. Jedoch zeigten sich über einen Zeitraum bis zu 3 Monaten 
Veränderungen in den Elektroretinogrammaufnahmen, die mit einer Zunahme 
apoptotischer Zellen in der Äußeren Nukleären Schicht (ONL, Lage der 
Photorezeptorzellkerne) und deren Dickenabnahme einhergingen, was den Verlust an 
Photorezeptoren bedeutet (Wang et al. 2014). Diese Erkenntnisse zeigen, dass UV-Licht 
schwer dosierbar ist, da die sklerale Applikation von 4,2 mW/cm² im Gegensatz zu der nur 
leicht geringeren UV-Lichtleistung von 3 mW/cm² bereits zu Schäden führt. Wir erhoffen 
uns durch die Anwendung von Blaulicht ein größeres Wirkspektrum und eine bessere 
technologische Umsetzbarkeit des Lichtadapters.  
 
Wie Blaulicht das Auge schädigt 
 
Aufgrund der oben erwähnten schädigenden und karzinogenen Wirkung des UV-Lichts, 
wurde Blaulicht als Initiator der hier angewendeten photochemischen Reaktion verwendet. 
Blaulicht besitzt eine längere Wellenlänge als UV-A-Licht und ist somit energieärmer und 
dringt tiefer, in Abhängigkeit der optischen Eigenschaften, in biologisches Gewebe ein. 
Eigene Studien konnten zeigen, dass die Anwendung von Riboflavin und Blaulicht 
dosisabhängig eine Versteifung der Sklera hervorruft (Schuldt et al. 2014). Eine 
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Versteifung skleralen Gewebes war auch durch UV-Licht möglich ist, wobei nur eine 
Lichtleistung getestet wurde (Spoerl et al. 1998; Wollensak et al. 2005).  
Blaulicht fungiert, genauso wie UV-A-Licht, in Anwesenheit von Photosensibilisatoren als 
Spender für reaktive Sauerstoffspezies und Radikale. Daher löst es oxidativen Stress in 
Zellen aus und kann somit cytotoxisch wirken (Sparsa et al. 2010). Blaulicht inhibiert die 
mitochondriale Aktivität (Aggarwal et al. 1978), da besonders hier die Blaulicht-
absorbierenden Photosensibilisatoren (Cytochrome, Flavine) zu finden sind (Sober, Hull 
und Foster 2001). Dabei sind besonders Zellen mit hoher Teilungsrate betroffen, die einen 
hohen energetischen Verbrauch haben (Wataha et al. 2004), was die Inhibition der Mitose 
nach sich zieht (Gorgidze et al. 1998). Auch konnte eine Schädigung von DNA 
nachgewiesen werden, die der UV-A-Licht-vermittelten ähnelt (Kielbassa et al. 1997; 
Pflaum et al. 1998). Dieser photochemische Prozess ist direkt abhängig von der 
Sauerstoffverfügbarkeit und kann somit nicht in sauerstofffreien Zellkulturen initiiert 
werden (Sparrow et al. 2002). Eine Erhöhung des Blutsauerstoffs in Rhesusaffen vor der 
Applikation von Licht, führte hingegen zu schwerwiegenderen Schäden in der Retina nach 
kürzerer Zeit (Ruffolo et al. 1984). In der Retina ist die Anfälligkeit für 
Photorezeptorschäden zudem stark mit dem Absorptionsspektrum des Photopigments 
verknüpft und wird ebenso über radikale Sauerstoffspezies vermittelt (Noell 1980; Grimm 
et al. 2000; Roehlecke et al. 2011). Aufgrund der bekannten Schädlichkeit des Blaulichts, 
war es notwendig, den Einfluss der skleralen Bestrahlung auf das Kaninchenauge zu 
untersuchen, die Schadensschwelle zu detektieren und einen Vergleich zu bekannten 
Studien mit Blaulicht und UV-Licht zu ziehen. 
 
UV-Licht ist bei gleicher Lichtleistung schädlicher als Blaulicht 
 
Allgemein ist zu sagen, dass die retinale Sensitivität für Schäden mit sinkender 
Wellenlänge steigt (Ham et al. 1976; van Norren und Schellekens 1990; Rapp et al. 
1990), da kurzwelliges Licht mehr Photonenenergie besitzt und die Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies (Superoxidanion O2
-, Wasserstoffperoxid H2O2, Hydroxylradikal •OH, 
Singulettsauerstoff 1O2) mit sinkender Wellenlänge zunimmt (Rozanowska et al. 1995; 
Rozanowska et al. 1998). Hierbei ist der Schaden nicht nur von der Wellenlänge, sondern 
auch vom Absorptionsverhalten der zellulären Moleküle abhängig.  
UV-Licht hat einen besonders schädigenden Einfluss auf Photorezeptoren, wobei 
Blaulicht vorrangig Läsionen im RPE hervorruft (Ham et al. 1978; Ham et al. 1982), 
welche jedoch das Absterben von Photorezeptoren als Konsequenz nach sich ziehen. 
Wird die Retina jedoch mit hohen Lichtleistungen bestrahlt, treten auch mit Blaulicht nach 
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kurzer Zeit Schäden an den Photorezeptoren auf (Gorgels und van Norren 1998). Dies 
konnte auch in Versuchen an Rattenaugen gezeigt werden. Hierbei konnte nicht nur 
dargestellt werden, dass es zu unterschiedlichen Schadensausprägungen durch UV- und 
Blaulicht kam, sondern auch dass es keinen Unterschied zwischen pigmentierten und 
albinotischen Tieren gab (Gorgels und van Norren 1998). Eine Bestrahlung des Auges mit 
UV-Licht (380 nm) durch die Kornea führte schon bei einer Lichtdosis von 1,2 bis 
1,6 J/cm² (Belichtungszeit von 4-7 min) zum Verlust aller Stäbchen, wobei die Schäden 
durch Blaulicht (470 nm) erst ab einer Lichtdosis von 250 bis 500 J/cm² (Belichtungszeit 
von 50 bis 60 min) auftraten (Gorgels und van Norren 1998). In Studien an Rhesusaffen 
wurde festgestellt, dass die Retina sensitiver auf UV- Bestrahlung reagiert als auf 
Blaulichtbestrahlung. Eine minimale Läsion der Retina konnte durch Bestrahlung mit einer 
Dosis von 5 J/cm² UV-Licht (350 nm) erzeugt werden. Um eine vergleichbare Läsion 
hervorzurufen, war die sechsfache Dosis (30 J/cm², 441 nm) Blaulicht nötig (Ham et al. 
1982). Schon in einer älteren Studie konnten Ham et al. erste Schäden in Rhesusaffen ab 
einer Blaulichtdosis (441 nm) von 30 J/cm² in der Retina beobachten, welche aber nach 
90 Tagen verschwunden waren (Regeneration). Er konnte nachweisen, dass erst nach 
einer Anwendung von 90 J/cm² Blaulicht bleibende Schäden in Form von Vernarbungen 
und damit eine Sehverminderung zurückblieben (Ham et al. 1978). Zudem konnte er eine 
Erhitzung okularer Strukturen durch Bestrahlung mit niederwelligem Licht (400 bis 
550 nm) ausschließen, was beweist, dass es sich um einen rein photochemischen Effekt 
und somit keinen Verbrennungsschaden handelt (Ham et al. 1976; Ham et al. 1979).  
Verallgemeinert zeigt der Vergleich von UV-A-Licht und Blaulicht, dass der retinale 
Schaden in erster Linie nicht von der Energiemenge sondern von der Wellenlänge 
abhängig ist (Kuse et al. 2014), wobei innerhalb einer Wellenlänge die Produktion 
reaktiver Sauerstoffspezies direkt abhängig von der Lichtleistung ist (Boulton et al. 1993). 
Es gilt: Je geringer die Wellenlänge des Lichts und/ oder je höher die Lichtleistung und/ 
oder je länger die Belichtungszeit, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit eines 
Gewebeschadens (Ham et al. 1976; Rapp et al. 1990; van Norren und Schellekens 1990). 
Die Anwendung von UV-Licht beim kornealen Cross-Linking ist unschädlich für die 
inneren Augengewebe, da UV-Licht durch die speziellen optischen Eigenschaften der 
Kornea absorbiert wird. Jedoch werden alle kornealen Fibroblasten durch die Bestrahlung 
abgetötet und neue Fibroblasten wandern erst nach und nach wieder in das bestrahlte 
Hornhautgewebe ein (Wollensak et al. 2007). Um Schäden zu reduzieren und ein breites 
Anwendungsspektrum an Lichtleistungen zu bieten, ist Blaulicht somit besser für das 
sklerale Cross-Linking gegeignet. 
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Konsequenzen für den Therapieansatz 
 
Die in dieser Arbeit ermittelte Schadensschwelle charakterisiert die Blaulichtleistung, die 
nach skleraler Applikation zu schädlichen Gewebeveränderungen im Auge des 
Kaninchens führt. Alle Kontrollen entsprachen der bekannten Struktur von Sklera, Choroid 
und Retina des Kaninchens (Davis 1929; Spitznas et al. 1971).  
Bei der Einschätzung der Schadensschwelle wurde zwischen Auffälligkeiten und 
Gewebeschäden unterschieden. Als Auffälligkeiten wurden aktivierte Fibroblasten in der 
Sklera, vermehrte Kollagenmengen in der Aderhaut und aktivierte Mikroglia- und 
Makrogliazellen in der Retina gefunden. Diese Veränderungen traten in manchen Augen 
ohne ersichtlichen Schaden im Sinne zellulärer Degeneration, Zelltod oder massiver 
schädlicher Veränderung auf und wurden nie in den Kontrollen gefunden. In den 
immunhistochemischen Untersuchungen wurde untersucht, ob es zu einer Aktivierung 
von Mikro- und Makrogliazellen nach der Behandlung kam. Die Mikrogliazellen sind die 
immunkompetenten Zellen in Gehirn und Retina und reagieren auf nahezu jede Milieu- 
und pathologische Veränderung mit einer Aktivierung (Vilhardt 2005; Prinz und Mildner 
2011). Diese ist unter anderem durch die Größenzunahme des Zellkörpers, das 
Ausprägen zahlreicher dünner Fortsätze und das untypische Vorhandensein (Migration) in 
den äußeren retinalen Zellschichten des Kaninchenauges gekennzeichnet (Aloisi 2001; 
Vilhardt 2005; Ulbricht et al. 2013). Die Aktivierung der Mikrogliazellen ist häufig mit dem 
Auftreten einer reaktiven Gliose der Makrogliazellen verbunden (Wang et al. 2000). 
Müllerzellen sind die vorwiegenden Makrogliazellen der Retina und reagieren auf nahezu 
alle pathologischen Reize mit der Expression des Intermediärfilaments GFAP (gliales 
fibrilläres azides Protein), Hypertrophie, Migration und Proliferation (Bringmann und 
Reichenbach 2001). Die Aktivierung von Mikrogliazellen konnte in einer anderen Studie 
ohne eine korrespondierende reaktive Gliose der Müllerzellen oder einen Verlust 
neuronaler Zellen nachgewiesen werden. Die Reaktion war lokal begrenzt und reversibel 
(Ulbricht et al. 2013). Die reaktive Gliose der Müllerzellen hingegen ist unmittelbar mit 
dem Auftreten neuronaler Degeneration verbunden (Bringmann et al. 2000; Bringmann et 
al. 2006). Eine alleinige Begutachtung der Reaktion der Mikrogliazellen war somit nicht 
ausreichend, da diese auch ohne neuronale Degeneration auftreten kann. In der 
immunnhistochemischen Untersuchungen dieser Studie konnte die Aktivierung beider 
Zelltypen nur gekoppelt nachgewiesen werden. Dies lässt darauf schließen, dass selbst 
wenn kein Zellverlust zu beobachten beziehungsweise zweifelsfrei zu detektieren war, 
Neurone zu Grunde gegangen sein könnten. Die Aktivierung der Zellen, ohne 
Detektierung eines sichtbaren strukturellen Schadens, wurde zwar als Auffälligkeit 
Diskussion 
94 
 
eingestuft, jedoch für die Festlegung der verträglichen Blaulichtleistung bei skleraler 
Applikation nicht einbezogen. Gewisse physiologische Reaktionen der Zellen aller 
Körpergewebe sind nach jedem operativen Eingriff zu erwarten. Die Neurodegeneration 
wurde anhand des sichtbaren Verlusts neuronaler Zellkerne, Verlust der 
Zellschichtstruktur und Vorhandensein pigmentierter Verklumpungen in der Retina 
bestimmt. Diese trat immer in Kombination mit aktivierten Mikroglia- und Müllerzellen auf. 
Aus der Betrachtung der histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen, 
konnte die Schadensschwelle für junge Kaninchen zusammenfassend zwischen 400 und 
650 mW/cm² Blaulichtleistung festgelegt werden. Die Tiere reagierten individuell auf die 
Behandlung. Es kam vor, dass nur ein Tier pro Versuchsgruppe Auffälligkeiten oder 
Schäden zeigte. Dies könnte auf unterschiedliche Empfindlichkeiten oder 
Pigmentierungsgrade zurückzuführen sein. Die Schadensschwelle für adulte Kaninchen 
lag tiefer bei einer Blaulichtleistung zwischen 200 und 400 mW/cm². Pigmentierte Tiere 
waren, sowohl jung als auch adult, empfindlicher gegenüber der Behandlung mit Blaulicht. 
Eine reaktive Gliose der Makrogliazellen im jungen pigmentierten Kaninchen konnte 
bereits nach der skleralen Applikation von 150 mW/cm² Blaulichtleistung nachgewiesen 
werden. Damit sollte die angewandte Blaulichtleistung in weiteren Studien bei höchstens 
100 mW/cm² liegen, um Schäden als auch Reizungen zu vermeiden. Diese 
Blaulichtleistung sollte genügen, um einen ausreichend großen Effekt auf die 
biomechanischen Eigenschaften des skleralen Gewebes zu haben. Iseli et al. konnten 
bereits 2008 zeigen, dass die sklerale Anwendung von 26 mW/cm² Blaulicht in 
Kombination mit Riboflavin keinen okularen Schaden in Kaninchen hervorrief und 
dennoch das skerale Gewebe biomechanisch versteifte (Iseli et al. 2008).  
Als zusätzlicher Vergleich, der hier ermittelten schädlichen Blaulichtdosis, soll hier die 
Lichtleistung erwähnt werden, die durch das Sonnenlicht auf unsere Retina trifft. Blickt 
man (2 mm Pupillenweite) an einem klaren Tag auf Meeresspiegelhöhe in die Sonne, die 
sich im Zenit befindet, erreichen 1,6 W/cm² (Bandbreite zwischen 400 und 500 nm) die 
Retina. Das entspricht einer Lichtdosis von 96 J/cm² und kann zu bleibenden Schäden der 
Retina führen (Ham et al. 1973). In unseren Versuchen wurden Blaulichtdosen von 6 bis 
780 J/cm² verwendet (Schadensschwelle liegt in adulten Tieren zwischen 200 und 
400 mW/cm² ≙ 240 -480 J/cm²), um den Einfluss von Blaulicht bei Bestrahlung durch die 
Sklera zu untersuchen. Ebenso ist zu erwähnen, dass die Sklera opak ist, was die Menge 
an Licht, die das Choroid und die Retina erreicht, enorm reduziert. In Kaninchen und 
Mensch erreichten bei einer Wellenlänge von 450 nm nicht einmal 0,4 % des Lichts die 
Innenseite der Sklera (Abb. 3. 3). Nach einer Inkubation mit Riboflavin für 20 min sank die 
Lichtmenge sogar auf 0,1 %, was einer Lichtdosis von gerade einmal 0,78 J/cm² bei 
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höchster Lichtleistung entspräche und damit die hohen verträglichen Blaulichtleistungen 
nach skleraler Anwendung im Kaninchen erklärt. 
Die tierexperimentellen Ergebnisse und deren Vergleich mit anderen Studien konnten 
zeigen, dass das Kaninchenauge eine deutlich höhere Dosis an Blaulicht als an 
UV-A-Licht als sklerale Anwendung verträgt, was den Dosisanwendungsbereich erweitert 
und somit die applizierte Lichtleistung technisch besser regulierbar macht. Zudem kann 
der gewünschte Effekt auf die Sklera besser reguliert und auf die zugrundeliegenden 
Gewebeeigenschaften abgeglichen werden (Schuldt et al. 2014). Die Versuche an jungen 
Kaninchenaugen stellen durch die Festlegung der Schadensschwelle ein breites 
Blaulichtdosisspektrum zur Verfügung, um eine individuelle Therapie je nach 
Patientenanforderung bereitzustellen. 
 
Der Einfluss der Pigmentierung 
 
Eine Beteiligung des Melanins zur Induktion okularer Schädens durch Lichteinwirkung 
konnte in verschiedenen Studien in pigmentierten und albinotischen Kaninchen 
beziehungsweise Ratten ausgeschlossen werden (Hoppeler et al. 1988; Gorgels und van 
Norren 1998), was jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht vollständig bestätigt werden 
konnte. Melanin gilt als Radikalproduzent, da es in der Anwesenheit von Sauerstoff unter 
Bestrahlung mit UV- und Blaulicht Superoxidanion, Wasserstoffperoxid und 
Hydroxylradikale bildet (Chedekel et al. 1978; Korytowski et al. 1987). In der vorliegenden 
Arbeit ist ersichtlich, dass in pigmentierten Tieren bei geringerer Lichtleistung (ab 
150 mW/cm²) Auffälligkeiten, wie aktivierte Fibroblasten in der Sklera, vermehrte 
Kollagenmengen in der Aderhaut und/oder eine Aktivierung der Mikroglia- und 
Makrogliazellen jedoch ohne sichtbare Zelldegeneration in der Retina, nachgewiesen 
wurden. Die Blaulichtabsorption des Melaninpigments scheint degenerative 
Veränderungen im betroffenen Gewebe hervorzurufen, was durch einige Studien bestätigt 
(Hunter et al. 2012; Wu et al. 2006), durch andere widerlegt wird (Hoppeler et al. 1988; 
Putting et al. 1994; Gorgels und van Norren 1998). Der schädigende Effekt ist deutlich in 
jungen und adulten Tieren der Vergleichsgruppen (ohne eine vorangegangene 
Riboflavinapplikation) nach Anwendung von 150 mW/cm² Blaulichtleistung sichtbar. Der 
Unterschied zu vollbehandelten Tieren (Riboflavin + Blaulicht) zeigt zudem, dass 
Riboflavin während der Bestrahlung eine Art Lichtschutz darstellt (Schaden erst ab 
200 mW/cm² Blaulichtleistung). Durch sein spezifisches Absorptionsverhalten von 
Riboflavin im Blaulichtbereich wird die Lichtmenge dezimiert, was die Verträglichkeit 
höherer Blaulichtleistungen in Kombination mit Riboflavin erklärt (Koziol 1965). Der 
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Einfluss des Melanins auf die Schadensentstehung unter Bestrahlung mit UV- und 
Blaulicht bleibt weiterhin nur teilweise geklärt. Die sklerale Blaulicht-Behandlung von 
Kaninchen sollte unbedingt unter der ermittelten Schadensschwelle liegen, egal ob es 
sich um pigmentierte oder albinotische Tiere handelt. 
 
4.2.5 Das Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking der Sklera hemmt das 
Wachstum des Kaninchenauges 
 
Die versteifende Wirkung des Riboflavin/Blaulicht Cross-Linkings auf sklerales Gewebe 
konnte sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden (Schuldt et al. 2014; Iseli et 
al. 2008). Jedoch gibt es keine Daten, die beweisen, dass die Versteifung der Sklera mit 
Riboflavin und Blaulicht einen hemmenden Einfluss auf das Augenwachstum hat. Dieser 
Nachweis ist jedoch für die Translation der Therapiemethode in die Humanmedizin zur 
Behandlung der hohen Myopie unabdingbar. In dieser Studie konnte die 
Operationsmethode erfolgreich am Kaninchen etabliert werden und zeigt zum ersten Mal, 
dass die in vivo Behandlung der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht zu einer Reduktion 
des Augenwachstums führt ohne die okularen Gewebe zu schädigen.  
Dotan et al. konnten eine Reduktion des Augenwachstums in jungen albinotischer 
Kaninchen nach Anwendung von Riboflavin und UV-A-Licht (370 nm) ohne Anzeichen 
von Schäden in Retina und Sklera zeigen. Hierbei wurden 13 Tage junge Kaninchen mit 
Riboflavin und einer Lichtdosis von 11,4 J/cm² (57 mW/cm², 200 s) behandelt. Dass es zu 
keinen Schäden kam, liegt vermutlich an der kleinen Bestrahlungsfläche von 0,2 cm², was 
die applizierte Gesamtenergiemenge auf 2,2 J auf dieser Fläche reduziert. Zusätzlich 
wurde das operierte rechte Auge nach Abschluss der Operation durch Zusammennähen 
der Lider (Tarsorrhaphie) verschlossen. Diese Manipulation induziert ein übermäßiges 
Augenwachstum und resultiert in einer Kurzsichtigkeit (Dotan et al. 2014), wie es auch in 
anderen Spezies möglich ist (Wiesel und Raviola 1977; Sherman et al. 1977; Goss und 
Criswell 1981). Die Behandlung mit Riboflavin und UV-Licht führte zur signifikanten 
Hemmung des künstlich induzierten Augenwachstums im Kaninchen (Dotan et al. 2014). 
Allerdings konnten in einer Studie an adulten albinotischen Kaninchen, nach Behandlung 
mit Riboflavin und UV-A-Licht (365 nm) mit einer Dosis von 5,4 J/cm² (3 mW/cm² für 
30 min), ebenso keine inflammatorischen Prozesse beobachtet werden. Jedoch zeigten 
sich über einen Zeitraum bis zu 3 Monaten Veränderungen in den 
Elektroretinogrammaufnahmen, die mit einer Zunahme apoptotischer Zellen in der 
Äußeren Nukleären Schicht (ONL, Lage der Photorezeptorzellkerne) und deren 
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Dickenabnahme einhergingen, was den Verlust an Photorezeptoren bedeutet (Wang et al. 
2014).  
In der vorliegenden Arbeit wurden 3 Wochen junge pigmentierte Kaninchen mit Riboflavin 
in höherer Konzentration (0,5 %ig) und mit Blaulicht behandelt. In diesem Alter ist die 
Anästhesie verlässlich und das Auge für die Operation groß genug, wobei es noch eine 
ausreichend große Wachstumsrate aufweist (Barathi et al. 2002), um den Einfluss der 
Methode auf das Augenwachstum auch im Kurzzeitmodell (3 Wochen Überlebenszeit) zu 
untersuchen. Barathi et al. verwendeten für ihre Versuche nur wenige Tiere, welche 
vermutlich aus einem Wurf stammten. Reichenbach et al. zeigten, dass die Augengröße 
gleichaltriger Kaninchen stark variiert und vermutete, dass das Gewicht der Tiere und 
somit deren Augengröße indirekt abhängig von der Wurfgröße ist (Reichenbach et al. 
1991). Aus eigenen Erhebungen ist zu erkennen, dass die Augengröße in Kaninchen 
gleichen Alters variiert, jedoch normalverteilt ist (siehe Abb. 3. 12). Diese Erkenntnis zeigt, 
dass die Augengröße zwischen unterschiedlichen Versuchsgruppen gerade bei kleinen 
Tieranzahlen große Abweichungen aufweisen kann.  
Die erhobenen Daten zum Einfluss der Methode auf das Augenwachstum der jungen 
Kaninchen zeigen, dass die Behandlung der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht in einem 
verringerten Augenwachstum resultierte (Abb. 3. 13). Hierbei wird ersichtlich, dass eine 
Blaulichtleistung von 5 mW/cm² in Kombination mit Riboflavin nicht ausreichte, um das 
Augenwachstum zu beeinflussen. Nach Anwendung einer Blaulichtleistung von 
15 mW/cm² und Riboflavin zeigte sich jedoch, dass das Augenwachstum signifikant 
reduziert wurde. Die alleinige Anwendung von Riboflavin beziehungsweise Blaulicht 
hingegen hatte keinen Einfluss auf das Augenwachstum. Langzeitstudien bis zu 6 
Monaten legen dar, dass das Augenwachstum in den ersten 3 Wochen nach der 
Behandlung gehemmt wurde und dass die Differenz zwischen dem rechten und linken 
Auge danach konstant blieb. Das Augenwachstum wurde also nicht komplett gehemmt, 
sondern verzögert. Weiterführende Langzeitstudien würden zeigen, ob der 
Augengrößenunterschied nach dem skleralen Cross-Linking erhalten bliebe bis die 
Kaninchen vollständigen ausgewachsen sind. Der verzögernde Effekt des skleralen 
Cross-Linkings auf das Augenwachstum konnte in zwei getrennten Kurzzeit-
Behandlungsserien nachgewiesen werden, was die Wirksamkeit des Cross-Linkings 
unabhängig von bestimmten Tieren und Operationszeitpunkten zeigt. Zudem hatte die 
Behandlung einen hemmenden Effekt auf das axiale, horizontale und vertikale 
Augenwachstum, womit die natürliche, sphärische Form des Auges erhalten blieb. Die 
äußere Differenz zwischen dem linken Kontrollauge und dem rechten behandelten Auge 
betrug 1,01 mm, wobei keinerlei pathologische Veränderungen der okularen Gewebe zu 
erkennen waren. Die reduzierte Glaskörpertiefe des Auges bedeutet für die Optik des 
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behandelten Kaninchenauges im Gegensatz zum unbehandelten Auge eine Abweichung 
der Brechkraft von ungefähr 5,4 Dioptrien (Berchnung basierend auf den Daten von 
Bozkir et al. 1997). 
In den beschriebenen Untersuchungen reichte eine Blaulichtleistung von 15 mW/cm² aus, 
um einen signifikanten Einfluss auf das Augenwachstum zu erzeugen. Wie im 
vorangegangenen Abschnitt beschrieben, liegt diese effektive Lichtleistung deutlich unter 
der ermittelten Schadensschwelle in jungen Kaninchen. Die Anwendung höherer 
Blaulichtleistungen könnte zur Steigerung des hemmenden Effekts auf das 
Augenwachstum beitragen. Zudem wurde jedes sklerale Areal 20 Minuten bestrahlt, was 
für das Auge eine gesamte Bestrahlungszeit von 60 Minuten bedeutet. Ein optimales 
Verhältnis zwischen der angewendeten Blaulichtleistung und der Bestrahlungszeit könnte 
die Operationsmethode deutlich effektiver und schonender machen und muss in weiteren 
Tierversuchen getestet werden. 
Das Cross-Linking der Sklera funktioniert mit Blaulicht und UV-A-Licht und hat einen 
Einfluss auf das normale als auch auf das künstlich induzierte myope Augenwachstum 
des Kaninchens (Dotan et al. 2014). Um die Wirksamkeit des Riboflavin/Blaulicht 
Cross-Linkings auch im Myopiemodell nachzuweisen, muss der postoperative Lidschluss, 
wie von Dotan et al. beschrieben, in weiteren Versuchen vorgenommen werden (Dotan et 
al. 2014).  
Da die Anwendung des Riboflavin/Blaulicht Cross-Linkings im Tiermodell funktioniert, gibt 
es Hoffnung, dass die Behandlung der menschlichen Sklera ebenso zur Reduzierung des 
Augenwachstums führt. Dies würde den Spätfolgen der progressiven Myopie vorbeugen 
und Millionen Menschen weltweit vor der Erblindung bewahren. Für eine erfolgreiche 
Translation der Methode in die Humanmedizin muss die Anwendbarkeit, Sicherheit und 
Wirksamkeit jedoch erst in der klinischen Anwendung am humanen Auge getestet 
werden.  
 
4.3 Andere Cross-Linking Methoden 
 
Die Grundlage des hier angewendeten Cross-Linkings bilden reaktive Sauerstoffspezies, 
die wie in Punkt 1.8 beschrieben, mittels der photosensitiven Substanz Riboflavin durch 
die Bestrahlung mit Licht entstehen. Diese Radikale (Superoxidanion O2
-, 
Wasserstoffperoxid H2O2, Hydroxylradikal •OH, Singulettsauerstoff 
1O2) entstehen ebenso 
natürlich während des Stoffwechsels und zeichnen sich durch eine ungerade Anzahl an 
Elektronen aus, was sie in ihrem Bestreben nach einem energetischen Ausgleich, 
besonders reaktiv macht (Turrens 1997). Wie in den Punkten 1.8 und 1.9 beschrieben, 
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können die Radikale Kollagen so modifizieren, dass dieses biomechanisch steifer wird 
(Spoerl et al. 1998; Spoerl und Seiler 1999). 
Es gibt weitere photoreaktive Reagenzien neben Riboflavin, die zur Produktion von 
reaktiven Sauerstoffspezies fähig sind. Hierbei ist jedoch deren Verträglichkeit, 
Radikalbereitstellung oder die Wellenlänge des benötigten Lichts limitierend. Toluidinblau 
kann mit rotem Licht (660 – 675 nm) angeregt werden und reaktive Sauerstoffspezies 
generieren. Jedoch ist es toxisch und das rote Licht dringt tiefer in Gewebe ein, erhitzt 
dieses und kann dieses schädigen (Ham et al. 1976; Lee et al. 2006; Bouillaguet et al. 
2010). Zudem würde Toluidinblau das Auge für immer blau färben, was eine Anwendung 
unmöglich macht. Eine weitere Option wäre das Chlorophyll-Abbauprodukt Pheophorbid-
a-Polylysin. Es ist jedoch cytotoxisch (Bouillaguet et al. 2008) auch wenn es nach 
Bestrahlung mit Blaulicht (380 - 500 nm) mehr reaktive Sauerstoffradikale bildet als 
Riboflavin (Bouillaguet et al. 2010). Chemische Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H2O2) 
und Natriumhypochlorit (NaClO) hingegen produzieren spontan reaktive 
Sauerstoffspezies, was die Dosierung und Anwendung im lebenden Organismus 
schwierig macht. Zudem stellen sie geringere Mengen an Radikalen bereit als die 
besprochenen photosensitiven Reagenzien nach Bestrahlung (Bouillaguet et al. 2010), 
was die Wirksamkeit der Kollagenkreuzvernetzung verringern würde, was aber eine 
Dosierbarkeit nach gewünschtem Maß der Vernetzung erleichtern würde. Eine weitere 
Möglichkeit Kollagen zu vernetzen ist die Anwendung chemischer Vernetzungsmittel 
(Cross-Linker). Diese niedermolekularen Substanzen besitzen mindestens zwei reaktive 
Gruppen und reagieren mit bestimmten benachbarten chemischen Gruppen von 
Makromolekülen und stellen eine kovalente Brücke zwischen diesen her und verbleiben 
als Molekül im Gewebe (Jenkins et al. 1996). Glutaraldehyd gehört hier zu den stärksten 
Cross-Linkern mit der höchsten Anzahl von Kreuzvernetzungen und hat somit den 
größten Effekt Schweine- als auch humane Sklera biomechanisch zu verstärken. Jedoch 
ist es stark cytotoxisch und daher ungeeignet für die Anwendung im Organismus (van 
Luyn et al. 1995; Charulatha 2003; Wollensak und Spoerl 2004). Auch Formaldehyd wird 
als Fixanz in den Naturwissenschaften verwendet, da es Kreuzvernetzungen zwischen 
Molekülen formiert. Es ist jedoch toxisch und karzinogen (Institut für Angewandte 
Umweltforschung e.V.; BfR Stellungnahme 023/2006). Ein nicht-toxischer chemischer 
Cross-Linker ist Glyceraldehyd (ein Zucker, das während des Stoffwechsels entsteht), 
welches die Kollagenproteine durch die Anlagerung von Zucker vernetzt (Gerrard et al. 
2002; Wollensak und Spoerl 2004). Die Reaktionsprodukte werden als AGEs (advanced 
glycation endproducts) bezeichnet und spielen beim Altern und bei der Symptomatik des 
Diabetes mellitus eine Hauptrolle (Sady et al. 1995; Paul und Bailey 1996; Bailey et al. 
1998). In Studien an isolierter Sklera und im Kaninchentierversuch konnte gezeigt 
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werden, dass Glyceraldehyd das Gewebe signifikant versteift. Die isolierte Sklera wurde 
hierbei 5 Tage in Glyceraldehyd inkubiert. Im Tiermodell wurde fünfmal in 14 Tagen eine 
Menge von 0,15 ml Glyceraldehyd unter die Tenon’sche Kapsel injiziert und die Tiere 2 
Tage später getötet und das sklerale Gewebe untersucht (Wollensak und Spoerl 2004; 
Wollensak und Iomdina 2008a). Auch hierbei ist die Dosierung, Kontrollierbarkeit der 
behandelten Fläche aber auch die lange Prozedur ungünstig. Vorteile sind, dass es 
keinen operativen Eingriff benötigt und die Versteifung der Sklera stärker ist als nach der 
Behandlung mit Riboflavin und Blaulicht (Wollensak und Iomdina 2008a, 2008b), wobei 
jedoch nicht klar ist, welche Auswirkung eine zu starke Versteifung der Sklera auf das 
Augenwachstum und die okularen Strukturen hat (Bailey 1987). 
Die unterschiedlichen Verfahren bergen hierbei Chancen als auch Risiken, die in weiteren 
Studien sorgfältig abgewogen werden müssen, um die geeignetste Methode zur 
Vorbeugung der pathologischen Myopie zu finden. Das Cross-Linking mit Riboflavin und  
Blaulicht ist nach derzeitigem Erkenntnisstand eine gute Option sklerales Gewebe 
verträglich biomechanisch zu verstärken und somit die übermäßige Augenausdehnung zu 
verhindern.  
 
4.4 Schlussfolgerung 
 
Das Cross-Linking der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht stellt eine geeignete Methode 
dar, das sklerale Gewebe des Kaninchens biomechanisch zu versteifen.  
Das Augenwachstum junger Kaninchen wurde durch die Behandlung schadensfrei und 
langfristig inhibiert. Die effektive Blaulichtleistung von 15 mW/cm² lag hierbei deutlich 
unter der ermittelten Schadensschwelle (um Faktor 10-20). Weitere Untersuchungen 
müssen zeigen, ob der hemmende Effekt auf das Augenwachstum durch Anwendung 
höherer Lichtleistungen noch weiter verstärkt werden könnte. Eine Optimierung des 
Operationsergebnisses durch den Bau eines geeigneten Lichtapplikators und die 
Modifizierung der Riboflavinlösung würde die Anwendung im Menschen möglich und 
sicherer machen. Hierzu müssten weitere Tierversuche durchgeführt werden, die ebenso 
zur Optimierung des Eingriffs an sich, dessen Verträglichkeit, Operationsvereinfachung 
als auch zur optimalen Wirksamkeit beitragen sollten. Die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit zeigen, dass das Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking der Sklera einen 
vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur vorbeugenden Behandlung der 
pathologischen Myopie darstellt und für Millionen Betroffene die Bewahrung des 
Augenlichts bedeuten könnte. 
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4.5 Ausblick 
 
Es wird weitere Untersuchungen zum skleralen Cross-Linking im Kaninchen geben, um 
die Operationsmethode zu optimieren, das optimale Blaulichtdosis-Bestrahlungszeit-
Verhältnis festzulegen und den Nachweis im Kaninchen-Myopiemodell (durch Lidschluss 
induzierte Kurzsichtigkeit) zu erbringen.  
Grundvoraussetzung für die Durchführung der Experimente ist ein geeigneter 
Blaulichtapplikator, der homogen ausgeleuchtet und der Augenform angepasst ist. Dieser 
sollte in enger Zusammenarbeit mit einem Medizinproduktehersteller entwickelt werden 
und soll den Eingriff effektiver, verträglicher und handhabungsfreundlicher machen. Ein 
weiterer wichtiger Faktor ist die Modifizierung der Riboflavinlösung als Spender der 
reaktiven Sauerstoffspezies, da der Erfolg als auch die Risiken des Eingriffs unmittelbar 
mit der Menge der produzierten radikalen Sauerstoffspezies verknüpft sind. Hierfür 
müssen Experimente in vitro und in vivo durchgeführt werden, die zeigen sollen, ob eine 
Anreicherung der Lösung mit Sauerstoff, eine andere Osmolarität oder die Erhöhung der 
Riboflavinkonzentration den versteifenden Effekt auf das sklerale Gewebe verstärken, zu 
einer besseren Durchdringbarkeit des Gewebes führen oder sogar schädlich sind.  
Um Schäden an okularen Strukturen durch die Bestrahlung mit Blaulicht zu minimieren, 
könnte eine vorherige intravenöse Verabreichung eines Antioxidanz (Radikalfänger) einen 
zusätzlichen Schutz bereitstellen (Organisciak 1994; Tanito et al. 2007). Eine weitere 
Überlegung beinhaltet, dass die Reaktion der reaktiven Sauerstoffradikale, nach 
Beendigung des Eingriffs, durch intraorbitale Gabe eines Antioxidanz beendet werden 
könnte. Welche Antioxidantien hierfür in Frage kämen, muss in Vorversuchen geklärt 
werden. Des Weiteren müssen andere Möglichkeiten des Cross-Linkings auf ihre 
Sicherheit, Anwendbarkeit und Wirksamkeit untersucht werden. Hierbei scheinen 
besonders chemische Cross-Linker interessant zu sein, da sie ohne die Anwendung von 
Licht funktionieren. Eine Abwägung der Vor- und Nachteile ist hierbei Hauptaugenmerk 
der Beurteilung.  
Ein weiterer grundlegender Nachweis für das Funktionieren des Cross-Linkings mit 
Riboflavin und Blaulicht, wäre eine detektierbare Resistenz des behandelten Gewebes 
gegen den enzymatischen Abbau durch Kollagenasen. Hierzu wurden bereits Versuche 
verwirklicht, die jedoch weiter ausgebaut werden sollten. Es werden Versuche mit 
verschiedenen kollagenabbauenden Enzymen durchgeführt werden, um Rückschlüsse 
auf die zugrundeliegenden chemischen Reaktionen zu ziehen. Zudem könnte das 
Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking für die Behandlung anderer gewebeaufweichender 
Erkrankungen (z. B. infektionsbedingt, entzündlich) erschlossen werden. 
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Studien belegen, dass 1-3 % der Weltbevölkerung an progressiver Myopie 
(fortschreitender Kurzsichtigkeit) leiden, wobei Betroffene einen refraktiven Fehler von 
mindestens -6 Dioptrien aufweisen. In asiatischen Ländern handelt es sich um bis zu 
20 % der Bevölkerung, wobei hier die Prävalenz zunimmt. Bei der progressiven Myopie 
kommt das axiale Augenwachstum nicht zum Stillstand, was durch eine biomechanisch zu 
schwache Sklera (Lederhaut, der weiße Anteil des Auges) begünstigt wird. Die Sklera 
kann dem Augeninnendruck nicht standhalten und so dehnt sich das Auge immer weiter 
aus. Verschiedene Studien an Skleren myoper Augen haben, im Vergleich zu normalen 
Augen, deutlich niedrigere Spannungs-Dehnungswerte und eine verminderten Elastizität 
festgestellt. Die biomechanische Zugfestigkeit oder Steifheit der Sklera myoper Augen ist 
somit niedriger als bei normalen Augen. In weiteren Studien konnte als Grund eine 
verminderte Vernetzung der Kollagenmoleküle, die für die Festigkeit des Gewebes 
entscheidend ist, im Bereich der posterioren Sklera (hinterer Augenanteil) nachgewiesen 
werden. Zudem haben Wissenschaftler in Tierversuchen den Einfluss der 
Kollagenvernetzung auf die Entstehung der progressiven Myopie nachgewiesen. Einer 
der Hauptgründe für die Entstehung der progressiven Myopie scheint deshalb das 
verminderte Maß der Kollagenvernetzung in der Sklera zu sein.  
Diese schwere Form der Kurzsichtigkeit geht einher mit Pathologien wie chorioretinaler 
Degeneration und Netzhautablösung und wird dann als pathologische Myopie bezeichnet. 
Tatsächlich leiden bis zu 70 % der von progressiver Myopie Betroffenen an 
Folgeerkrankungen, die ihr Augenlicht bedrohen und mehr als die Hälfte aller 
nichttraumatischen Netzhautablösungen werden durch diese Form der Kurzsichtigkeit 
verursacht. Somit ist die progressive Myopie neben Katarakt, Makuladegeneration, 
infektiösen Erkrankungen und Vitamin A Mangel, eine der Hauptursachen für 
eingeschränktes Sehen und Erblindung. Heutzutage gibt es keine ursächliche Therapie 
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zur Behandlung der progressiven Myopie und die Ursachen bleiben weitestgehend 
ungeklärt, was nur eine symptomatische Behandlung erlaubt. 
Die korneale Riboflavin/Blaulicht-Kollagenvernetzung (Cross-Linking) ist eine bereits 
etablierte und am Patienten erfolgreich angewandte Behandlung. Das Cross-Linking der 
Hornhaut findet Anwendung bei der Behandlung des Keratokonus (Augenerkrankung mit 
Erweichung der Hornhaut). Hierbei wird auf die Hornhaut Riboflavin (Vitamin B2) appliziert 
und diese dann mit UV-Licht (365 nm) bestrahlt. Durch Bestrahlung des Riboflavins 
werden reaktive Sauerstoffspezies gebildet, welche zu einer Kollagenvernetzung führen, 
was wiederum zu einer Erhöhung der biomechanischen Stabilität der Hornhaut führt. 
Durch dieselbe Technik könnte der Grad der Vernetzung der biomechanisch zu 
schwachen Sklera bei der progressiven Myopie ebenfalls erhöht werden und so eine 
Versteifung erfahren, was zu einer Eindämmung des fortschreitenden Wachstums des 
Auges führen könnte. Eine Ausprägung pathologischer Späterkrankungen wäre somit 
deutlich unwahrscheinlicher. Eine frühzeitige Behandlung der Betroffenen zur Vermeidung 
der Spätfolgen ist unbedingt nötig, was die Anwendung des Cross-Linkings an der Sklera 
als mögliche Therapie sehr attraktiv macht. 
Riboflavin verfügt über mehrere Absorptionsmaxima, was den charakteristischen 
photochemischen Prozess und somit die Produktion von freien Radikalen und reaktiven 
Sauerstoffspezies, neben UV-Licht, auch mit Blaulicht ermöglicht. UV-Licht ist kurzwelliger 
und somit energiereicher als Blaulicht und führt somit schneller zu Gewebeschäden. 
Zudem wird UV-Licht von DNA absorbiert und schädigt diese. Um schädigende 
Nebenwirkungen zu minimieren wurde das sklerale Cross-Linking mit Blaulicht 
durchgeführt. In Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die in 
vitro Behandlung skleralen Gewebes des Kaninchens mit Riboflavin und Blaulicht zu einer 
dosisabhängigen Versteifung führte. Je höher die angewendete Blaulichtleistung war, 
desto steifer wurde das Gewebe. Dieser Grundsatzbeweis eröffnete das neue mögliche 
Anwendungsfeld, welches Grundlage der vorliegenden Arbeit ist und die folgende 
Fragestellung beantworten soll:  
 
 Ist das Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking der Sklera ein möglicher neuer Ansatz, 
um der pathologischen Myopie vorzubeugen? 
 
Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, muss die Methode in die Anwendung 
am Tiermodell gebracht werden. Der Ablauf des operativen Eingriffs muss erprobt und 
optimiert werden, um eine Aussage über die Sicherheit und Wirksamkeit der Methode 
treffen zu können.  
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In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Aspekte zum Thema abgehandelt, um 
die Fragestellung zu beantworten: 
 
 Ist das Kaninchen als Tiermodell geeignet? 
 Welchen Einfluss haben die skleralen Gewebeeigenschaften auf die 
Effektivität des Cross-Linkings? 
 Welche Blaulichtleistung kann am Auge angewendet werden ohne 
Gewebeschäden hervorzurufen? 
 Wird das Augenwachstum des jungen Kaninchens durch die sklerale 
Anwendung von Riboflavin und Blaulicht gehemmt? 
 
Angewandte Methoden: 
 
Die Riboflavin- und Lichtdurchlässigkeit der Sklera wurden bestimmt, um das optimale 
Dosis-Zeit-Verhältnis des operativen Eingriffs und dessen Effektivität einzuschätzen. 
Hierbei wurden die Untersuchungen an Skleren verschiedener Säugetierspezies 
durchgeführt, um das Kaninchen als Tiermodell und den Einfluss unterschiedlicher 
skleraler Gewebeeigenschaften einzuschätzen.  
Für die Tierversuche wurden Kaninchen im Alter von 3 Wochen und adulte Kaninchen 
verwendet. Da es in der Ausprägung der pathologischen Myopie oft zu einer 
Depigmentierung der Netzhaut kommt, wurde der Einfluss des skleralen Cross-Linkings 
sowohl an pigmentierten als auch albinotischen Tieren untersucht. Der operative Eingriff 
erfolgte unter Vollnarkose am rechten Auge und beinhaltete das Freilegen der Sklera, das 
Applizieren des Riboflavins, die Bestrahlung mit Blaulicht und den Verschluss des 
Operationssitus. Das linke Auge diente stets als intraindividuelle Kontrolle. Die Variation 
der Blaulichtstärke (Intensität) diente der Bestimmung der Schadensschwelle. Diese zeigt 
an, ab welcher Blaulichtintensität die okularen Gewebe einen Schaden nehmen. Zudem 
wurde das gesamte rechte Auge junger Kaninchen mit Riboflavin und geringen 
Blaulichtintensitäten behandelt, um einen möglichen Effekt auf das Augenwachstum zu 
untersuchen. Die Tiere wurden nach drei Wochen euthanasiert. Für Langzeitversuche 
betrug die Überlebenszeit bis zu 6 Monaten. Die Augen wurden daraufhin mittels 
Ultraschall-A-Scan und Mikrometerschraube vermessen und mittels Licht- und 
Elektronenmikroskopie sowie Immunhistochemie untersucht. Zusätzlich wurde eines der 
Augenpaare mit Hilfe der Magnetresonanztomografie aufgenommen.  
 
Die einzelnen Ergebnisse lassen sich verkürzt wie folgt zusammenfassen: 
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Ergebnisse: 
 
Riboflavin- und Lichtdurchlässigkeit der Sklera: 
Das Kaninchenauge ist im Allgemeinen dem menschlichen Auge sehr ähnlich und wurde 
daher als Tiermodell für die skleralen Cross-Linking Experimente gewählt. Eine initiale 
Riboflavineinwirkzeit von 20 Minuten ist im Kaninchen-Tiermodell ausreichend, um die 
gesamte Sklera mit Riboflavin zu sättigen. Bei einer Adaption des Therapieansatzes auf 
den Menschen, sollte die Einwirkzeit der Riboflavinlösung auf 40 Minuten erhöht werden, 
um die gesamte Sklera zu sättigen. Die Lichtmenge, die die Sklera durchdringt, liegt bei 
allen untersuchten Spezies unter 2 % und wird durch die Applikation von Riboflavin auf 
unter 0,2 % reduziert. Das Kaninchenauge weist durch seine geringe sklerale Dicke 
Eigenschaften eines progressiv myopen menschlichen Auges auf. 
 
Bestimmung der Schadensschwelle: 
In jungen pigmentierten Kaninchen konnten, mittels Lichtmikroskopie und 
Immunhistochemie, strukturelle Auffälligkeiten im Sinne zellulärer Degeneration, Zelltod, 
massiver schädlicher Gewebeveränderung und Aktivierung der retinalen Mikro- und 
Makrogliazellen nach Anwendung einer sehr hohen Blaulichtleistung von 650 mW/cm² in 
Kombination mit Riboflavin nachgewiesen werden. Junge albinotische Kaninchen zeigten 
keinerlei pathologische Reaktion auf die Behandlung. In jungen pigmentierten Kaninchen 
konnten bereits nach skleraler Behandlung mit Riboflavin und einer Blaulichtintensität von 
200 und 400 mW/cm² aktivierte Mikrogliazellen und Müllerzellen in der Netzhaut gefunden 
werden, wobei es jedoch zu keiner neurodegenerativer Veränderungen kam. 
Die Schadensschwelle wurde in jungen Kaninchen zwischen 400 und 650 mW/cm² 
Blaulichtintensität in Kombination mit Riboflavin festgelegt.  
In adulten Kaninchen konnte die Schadensschwelle zwischen 200 und 400 mW/cm² 
Blaulichtleistung in Kombination mit Riboflavin identifiziert werden, wobei kein Unterschied 
in der Empfindlichkeit auf die sklerale Behandlung in pigmentierten und albinotischen 
Kaninchen festgestellt wurde. Nach Applikation der höchsten Blaulichtleistung von 
650 mW/cm² konnten mittels Elektronenmikroskopie immunologische und metabolische 
Reaktionen im skleralen Gewebe adulter Kaninchen beobachtet werden. Es zeigten sich 
aktivierte makrophagen ähnliche Zellen, aktivierte Fibroblasten und eine veränderte 
Kollagenfibrillen-Struktur. Nach Applikation von Blaulicht ohne vorangegangene 
Riboflavinapplikation reagierten adulte Kaninchen empfindlicher als junge Kaninchen.  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Behandlung der Kaninchensklera mit Riboflavin 
und Blaulichtleistungen bis 100 mW/cm² weder zu Schäden noch offensichtlichen 
morphologischen beziehungsweise zellmorphologischen Veränderungen in der Retina 
führt und daher die Behandlung mit Blaulichtleistungen unter 100 mW/cm² verträglich ist. 
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Einfluss auf das Augenwachstum: 
Die natürliche axiale Augenausdehnung in gleichaltrigen Kaninchen kann sehr variieren 
aber ist dennoch normal verteilt und wird eher von Körpergröße und Gewicht bestimmt. 
Das Auge wächst ab einem Alter von 3 bis zu 6 Wochen im Durchschnitt um 1,6 mm, was 
ausreicht, um einen Therapieerfolg im Kurzzeitversuch deutlich messbar zu machen. 
Nach der skleralen Behandlung junger Kaninchen mit Riboflavin und einer 
minimaleffektiven Blaulichtintensität von 15 mW/cm² zeigte sich, dass das behandelte 
Auge nach 3 Wochen Überlebenszeit im Durchschnitt 0,5 mm kürzer war als das 
Kontrollauge. Der Langzeitversuch zeigte, dass die Behandlung der Sklera mit Riboflavin 
und 15 mW/cm² Blaulicht das Augenwachstum junger Kaninchen verzögert und dass 
dieser Effekt konstant bis zu 6 Monaten anhält, wobei das Augenwachstum verschiedener 
Tiere unterschiedlich stark gehemmt war. Hierbei wurde individuell eine 
Augenlängendifferenz von 1 mm erreicht, was auch in MRT-Aufnahmen gezeigt werden 
konnte. Die Reduktion des Augenwachstums wurde anhand drei unterschiedlicher 
Messverfahren (Ultraschall A, Schieblehre, MRT) verifiziert. Die Hemmung des 
Augenwachstums erfolgte in alle Dimensionen des Auges, weswegen kein 
unproportioniertes Auge entstand, sondern die Normalform erhalten blieb. Somit wurde 
nachgewiesen, dass die sklerale Anwendung von Riboflavin mit der minimaleffektiven und 
unschädlichen Lichtleistung von 15 mW/cm² (weniger als 1/6 der empfohlenen 
Blaulichtleistung) zu einer langfristigen Hemmung des Augenwachstums führt. 
 
Schlussfolgerung: 
Das Cross-Linking der Sklera mit Riboflavin und Blaulicht stellt eine geeignete Methode 
dar, das sklerale Gewebe des Kaninchens biomechanisch zu versteifen.  
Das Augenwachstum junger Kaninchen wurde durch die Behandlung schadensfrei und 
langfristig inhibiert. Die effektive Blaulichtleistung von 15 mW/cm² lag hierbei deutlich 
unter der ermittelten Schadensschwelle (um Faktor 10-20). Weitere Untersuchungen 
müssen zeigen, ob der hemmende Effekt auf das Augenwachstum durch Anwendung 
höherer Lichtleistungen noch weiter verstärkt werden könnte. Eine Optimierung des 
Operationsergebnisses durch den Bau eines geeigneten Lichtapplikators und die 
Modifizierung der Riboflavinlösung würde die Anwendung im Menschen möglich und 
sicherer machen. Hierzu müssten weitere Tierversuche durchgeführt werden, die ebenso 
zur Optimierung des Eingriffs an sich, dessen Verträglichkeit als auch zur besseren 
Wirksamkeit beitragen sollten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das 
Riboflavin/Blaulicht Cross-Linking der Sklera einen vielversprechenden therapeutischen 
Ansatz zur vorbeugenden Behandlung der pathologischen Myopie darstellt und für 
Millionen Betroffene die Bewahrung des Augenlichts bedeuten könnte. 
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Studies proved that approximately 1-3 % of the world population suffer from high and/or 
progressive myopia (progressive short-sightedness). Highly myopic people possess a 
refractive error of at least -6 dioptres. In Asian countries about 20 % of the population are 
affected from high myopia, with increasing prevalence. Progressive myopia is 
characterized by an excessive eye growth caused by a biomechanical weakness of the 
sclera (the white part of the eye ball). The sclera cannot resist the inner ocular pressure 
which leads to an abnormal expansion of the eyeball. Different studies clearly revealed 
lower strain-extention values and a diminished elasticity of the sclerae of myopic eyes. 
That means that the biomechanical tensile strength, or rigidity, of the sclera in myopic 
eyes is lower than that in normal eyes. In myopic eyes, a decreased cross-linking of the 
collagen molecules has been found in the posterior part of the sclera; this collagen cross-
linking is crucial for the stability of the tissue. Furthermore, the impact of the protein 
cross-linking on the development of progressive myopia was demonstrated in animal 
studies. Herein, the reduced degree of cross-linking in the sclera seems to be one of the 
major causes for the development of progressive myopia. 
Severe forms of short-sightedness were associated with pathologies such as chorioretinal 
degeneration and/or retinal detachment; this condition is termed pathological myopia. 
Actually, 70 % of the people affected by progressive myopia suffer from long-term 
consequences that threaten their eyesight. More than half of all non-traumatic retinal 
detachments are caused by this form of short-sightedness. Hence progressive myopia is 
one of the major causes for limited vision and blindness, besides cataract, macular 
degeneration, infectious diseases, and vitamin deficiency. To date, there is no causative 
therapy for a treatment of progressive myopia available; as the real cause of this kind of 
pathology is unknown, only a symptomatic treatment is possible. 
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The corneal riboflavin/UV-light cross-linking is already an established and successful 
treatment. The cross-linking of the cornea is used for treatment of keratoconus (a melting 
tissue eye disease of the cornea). Riboflavin (vitamin B2) is applied to the cornea which is 
then irradiated with UV-light (365 nm). Reactive oxygen species are generated by the 
irradiation of the riboflavin, and initiate a collagen cross-linking that in turn leads to an 
increased biomechanical stability of the cornea. This prompted the idea that the 
insufficient collagen cross-linking of a biomechanically ”too soft” sclera in progressive 
myopic eyes could be increased by the same method. This treatment should result in a 
stiffening effect in the scleral tissue, and might thus inhibit the progressive eye growth. 
The development of pathologic long-term consequences should be clearly diminished, 
which makes the scleral cross-linking an attractive therapy option. Noteworthy, an early 
treatment of highly myopic people would be required to avoid long-term effects (i. e., the 
transition from high-grade to pathological myopia).  
Riboflavin possesses several absorptions maxima for light (e.g., UV-light and blue light) to 
induce the characteristic photochemical processes of free radical and reactive oxygen 
species production. UV-light has a shorter wavelength than blue light and thus, UV-light 
possesses more energy than blue light which might lead to pronounced tissue damage. 
Furthermore, UV-light is absorbed by DNA and proteins and induces structural damage. 
Therefore, we decided to use blue light instead of UV-light in our therapeutic approach.  
Preliminary tests of our work group revealed that an in vitro treatment of scleral tissue of 
the rabbit with riboflavin and blue light led to dosage-dependent stiffening of the tissue: 
the higher the applied blue light intensity, the stiffer the tissue. This proof of principle may 
open a new area of application. It is the basis of the present work which should answer 
the following question: 
 
 Might riboflavin/blue light cross-linking of the sclera be a possible approach to treat 
high-grade myopia – and to prevent pathological myopia? 
 
To elucidate the basic features of the proposed therapeutic method it needs to be 
transferred into an animal model. The procedure of the surgical intervention must be 
tested and optimized to prove the safety and efficacy of the method. 
 
In the present work different aspects of the topic were investigated to answer the following 
questions: 
 
 Is the rabbit an appropriate animal model? 
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 Which biophysical scleral tissue properties and tissue characteristics influence the 
efficacy of the scleral cross-linking? 
 Which blue light intensity can be applied to the eye without tissue damaging side 
effects? 
 Can scleral cross-linking induced by an application of riboflavin and blue light 
indeed inhibit the eye growth of young rabbits? 
 
Applied methods: 
 
The riboflavin permeability and light transmissibility of the scleral tissue was determined in 
various species to estimate the optimal application parameters for surgery. Investigations 
were performed on sclerae of different mammalian species (i.e. rabbit, man, monkey, 
goat, cow, pig) to evaluate if the rabbit is an appropriate animal model if compared to 
humans. For the animal studies both young (at an age of 3 weeks) and adult rabbits were 
used. Since a retinal depigmentation was frequently observed during the development of 
pathological myopia, the scleral cross-linking experiments were performed on both 
pigmented and albinotic animals. The surgery was carried out under general anesthesia 
on the right eye and included the exposure of the sclera, the application of the riboflavin, 
the irradiation with blue light, and the closure of the surgical situs. The left eye always 
served as an intra-individual control. Variations of the blue light intensity (up to 
650 mW/cm2) were used to determine the damage threshold of the ocular tissues in adult 
rabbits after illuminating a single spot area of the sclera. Furthermore, the entire 
circumference of the right eyes of young rabbits was treated with riboflavin and blue light, 
to investigate a possible effect on eye growth. Generally, the animals were euthanized 
after 3 weeks. For additional long-term investigations the survival time was extend up to 
the 6th post-operative month. The eye size was measured by A-scan ultrasonography and 
by a caliper; afterwards the eyes were examined by light and electron microscopy as well 
as by immunohistochemistry. Additionally, one pair of eyes was recorded by magnetic 
resonance tomography. 
 
The results can be summarized as follows: 
 
Results: 
 
Riboflavin and light permeability of the sclera: 
Generally, the rabbit eye is very similar to the human eye in many aspects, and thus it 
was chosen as a suitable animal model for the scleral cross-linking experiments.  
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An initial riboflavin application time of 20 minutes is sufficient in the rabbit animal model to 
saturate the entire scleral tissue; noteworthy, the riboflavin soaking time should be 
increased to 40 minutes to saturate the entire sclera when the therapeutic approach is 
adapted to the human. The light quantity which penetrates the sclera is – in all examined 
species – less than 2 %, and is further reduced after riboflavin application to below 0.2 %. 
The rabbit eye is similar to a progressively myopic human eye because of its small scleral 
thickness 
 
Determination of the damage threshold: 
Structural abnormalities such as cellular degeneration, cell death, massive tissue 
alteration, and activation of the retinal micro- and macroglial cells are detectable by light 
microscopy and immunohistochemistry, and were used as criteria for determining the 
ocular tissue damage threshold. 
Ocular tissue damage in young pigmented rabbits was induced after an application of very 
high blue light intensities of 650 mW/cm² in combination with riboflavin. The damage 
threshold in young rabbits was determined between 400 and 650 mW/cm² blue light 
intensity in combination with riboflavin. However, an activation of retinal microglia cells 
and Müller cells without any neurodegenerative alterations could be detected after scleral 
treatment with riboflavin and blue light of lower intensities, viz. 200 to 400 mW/cm². Young 
albinotic rabbits exhibited no pathological changes at all examined blue light intensities 
(i. e., up to 650 mW/cm²). In adult rabbits the damage threshold could be identified 
between 200 and 400 mW/cm² blue light intensity in combination with riboflavin; in these 
adult rabbits, there was no difference of the susceptibility between pigmented and 
albinotic animals. Invading blood-derived cells and activation of scleral fibroblasts could 
be observed after treatment with the highest blue light intensity of 650 mW/cm² by means 
of electron microscopy. Activated macrophage-like cells, reactive fibroblasts and an 
altered collagen fibril structure were also detected under these conditions. Additionally, 
adult rabbits seem to be more susceptible than young rabbits to an application of blue 
light without an initial riboflavin application.  
 
In summary, the treatment of the rabbit sclera with riboflavin and blue light intensities up 
to 100 mW/cm² does cause neither ocular tissue damages nor obvious morphological 
tissue alterations or cellular reactivity inside the retina. Thus, the treatment with blue light 
intensities below 100 mW/cm² is recommended for a safe cross-linking treatment in rabbit 
eyes. However, the parameters should be rechecked and verified if the cross-lining 
treatment might be transferred into a future clinical application. 
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Influence on the eye growth: 
The normal axial eye dimension (i.e. eye ball size) in individual rabbits of the same age 
can strongly vary and is rather determined by the body size and weight. The eye is 
growing on average by approx. 1.6 mm in 3 weeks in the period between 3 to 6 weeks 
after birth, which is enough to measure the success of the therapy reliably in short-term 
studies. After the scleral treatment of young rabbits with riboflavin and a minimal effective 
blue light intensity of 15 mW/cm² at three weeks, the treated eye was in mean 0.5 mm 
smaller (axial dimension) than the control eye after a survival time of 3 weeks. The long-
term study demonstrated that the treatment of the sclera with riboflavin and a blue light 
intensity of 15 mW/cm² delayed the eye growth of young rabbits and that this effect was 
stable up to 6 month. Individual eye lengths vary remarkably after treatment; a reduction 
of the axial dimension by up to 1 mm could be reached (which was confirmed by MR-
images). The reduction of the eye growth was verified by three different measuring 
methods (A-scan ultrasonography, caliper, and MRI). The inhibition of the eye growth 
occurred in all dimensions of the eye and the normal eye shape was well preserved. 
Consequently, the scleral application of riboflavin with a minimal effective but non-
hazardous blue light intensity of 15 mW/cm² (less than 1/6 of the recommended blue light 
intensity, and more than one order of magnitude below the damage threshold) leads to a 
long-term inhibition of eye growth. 
 
Conclusion: 
It is concluded that cross-linking of the sclera by riboflavin and blue light represents a 
reliable method for a biomechanical stiffening of the rabbit scleral tissue.  
The eye growth of young rabbits was gently, effectively and permanently inhibited by 
scleral cross-linking. The effective blue light intensity of 15 mW/cm² was clearly below the 
determined damage threshold (by factor 10-20). Investigations need to demonstrate 
whether the inhibitory effect on the eye growth can be increased by the application of 
higher blue light intensities. Furthermore, it would be desirable to apply this procedure in 
an animal model of (induced) highly myopic animals. An optimization of the surgery effect 
might be achieved by the construction of an improved light applicator, and by modification 
of the riboflavin solution. Further animal studies need to be performed to prepare the 
translation process of the procedure into a future human application.  
The results of the present work demonstrate that riboflavin/blue light cross-linking (SXL) of 
the sclera is a promising therapeutic approach for the treatment of progressive myopia. An 
inhibition of the excessive eye elongation by SXL would prevent many pathological 
consequences of progressive myopia (i.e., pathological myopia) and could preserve the 
sight of millions of affected people worldwide. 
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